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  چكيده

هاي تحقيقاتي در ايستگاه Beet Necrotic Yellow Vein (BNYVV) هاي مختلفبررسي ژنوتيپ ،هدف از اين تحقيق

 ذربايجان غربي و اكباتان در همدان بود.آب در زرقان در فارس، مياندوآچغندرقند كشور شامل طرق در خراسان رضوي، 

آباد در كمالجام در خراسان رضوي، نهاوند در استان همدان، هاي قند تربتاز مزارع حوزه كارخانه يهاينمونهزمان هم

 مزارع كشاورزان اراك در استان مركزينيز غربي و قزوين در استان قزوين و ، نقده در استان آذربايجاناستان البرز

تعداد  چنين همها و مزارع فوق مورد بررسي قرار گرفتند. نمونه آلوده ريشه چغندرقند از اين ايستگاه 58 جمعاً. مطالعه شد

و جهت تعيين نوع تيپ ويروس وري آ جمع آباد كرجطرق، زرقان و كمالاز مزارع چغندرقند مغان، آلوده نمونه خاك  30

با  BNYVV ژنوم ويروس TGB ناحيه ،B و A هايتيپبراي تعيين نوع . دشنها كشت در آ رقم حساسعامل بيماري 

 RT-PCR از طريق تكنيك مولكوليويروس  RNA5 تكثير قسمتي از ژنوم با . به علاوه،شد تكثير multiplex PCR روش
 روشهاي آلوده مورد بررسي با در بين نمونه اساس اين گرديد. بر نجاما J ياP  رديابي تيپ ،و جفت آغازگر اختصاصي

multiplex PCR جفت آغازگرهاي اختصاصي و A و B  88 در بينبه اين ترتيب جفت بازي تكثير گرديد.  324قطعه تنها 

 هاي جدايه رديابي نشدند.J و  B، P هايكدام از تيپشناسايي و هيچ A تيپ بدون استثنا ،مورد بررسيآلوده  نمونه
BNYVV حاوي RNA5  د.شن يافتنمونه ها يك از هيچدر  

  

  A ،RNA5 ،BNYVVتيپ ، multiplex PCR، ريزومانيا: چغندرقند، كليديهاي  هواژ
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  مقدمه

 Beet) چغندرقندويروس زردي نكروتيك رگبرگ 

Necrotic Yellow Vein Virus, BNYVV)  عضو تيپ

Benyvius عامل بيماري ريزومانيا )Rhizomania(  در

 Tamada and Baba)است  ),.Beta vulgaris L(چغندرقند 

 Polymyxa زادو توسط زئوسپورهاي شبه قارچ خاك (1973

betae Keskin  شود منتقل مي (Abe and Tamada 

 كانوا توسطبيماري ريزومانياي چغندرقند از زماني كه  .(1986

)Canova(  ميلادي در شمال ايتاليا  1950در اواسط دهه

در تمام مناطق چغندركاري دنيا  تقريباً تا به حال شدمشاهده 

بيماري . خسارت و زيان )Liu et al. 2007(شده است گزارش 

تواند در مناطق ثر ميؤهاي كنترل مبه چغندرقند در غياب روش

فشرده، ضعيف و  ريشه اصليآلوده، شديد و اقتصادي باشد. 

 هاي فرعيكوچك مانده و تكثير غيرعادي و بيش از حد ريشه

ديوانگي  كه به آن دادهمويي شكل  يبه ريشه اصلي ظاهر

در مزارعي كه به تيپ  شود.گفته مي)Madness root(ريشه 

آلودگي  گردند، به ندرتآلوده مي BNYVVخاصي از 

چروكيدگي، ها علائم زردي، سيستميك يافت شده و برگ

نام اين  كه دهندها را نشان ميپژمردگي و زردي رگبرگ

 Tamada 2002; Tamada)است از آن گرفته هم بر ويروس 

and Baba 1973).  

داراي ژنوم چهار  BNYVVاي شكل پيكره ميله

 از لاي مثبت است. در بعضيتك RNAاز نوع  اي قطعه

 Putz)نيز وجود دارد  RNAهاي اروپا و آسيا، قطعه پنجم  جدايه

1977; Kiguchi et al. 1996; Koenig et al. 1997). 

RNA1  وRNA2  تكثير مسوولRNA حركت سلول به ،

سلول، مونتاژ پيكره و بازداري از خاموشي ژن پس از 

مربوط به  ORFاولين باشند. مي )PTGS(برداري  نسخه

RNA3،  پروتئينp25 عنوان عامل مهمي كند كه بهرا كد مي

كند و مسوول ايجاد علائم عمل مي BNYVVزايي در بيماري

 .Chiba et al) هاي چغندرقند استريزومانيا در ژنوتيپ

2003; Vetter et al. 2004)چنين پروتئين  . همp25  در

 )avr(زايي عنوان محصول ژن غيربيماريهاي مقاوم بهژنوتيپ

 به p25توالي پروتئين  .)Chiba et al. 2008(كند عمل مي

كه به آن  )aa67-70( 67-70ويژه در آمينواسيدهاي موقعيت 

شود، تنوع بالايي را در مناطق مختلف گفته مي )Tetrad( تتراد

 Tamada et al. 2002; Lemaire et)دنيا نشان داده است 

al. 2003; Schirmer et al. 2005; Ratti et al. 2005) .

ثر ؤبراي انتقال م RNA4 به وسيلهكد شونده  p31پروتئين 

 Tamada and Abe)(نقش دارد  P. betaeويروس توسط 

1989) .RNA5  داراي يكORF  به نامp26  است كه

 .Kiguchi et al) كندكد مي را آمينواسيد 228پروتئيني با 

، با افزايش RNA5داراي  BNYVVهاي جدايه؛ (1996

دستجات آوندي، علائم بيماري انتقال ويروس از طريق 

هايي كه فاقد آن هستند، ايجاد شديدتري را در مقايسه با جدايه

 ,.Heijbroek et al. 1999; Tamada et al) كنندمي

1996; Link et al. 2005) ،براي توسعه علائم ريزومانيا .

الزامي است، اگرچه  RNA5 و RNA3 ژنومحضور و تعامل 

ويروسي هاي چنين واريانت د. همها نقش متمايزي دارنآن

شوند مقاوم، باعث خسارت مي مارقادر  RNA5داراي 

)Tamada et al. 1996 .( ،در حال حاضرRNA5  در برخي از

 Tamada et al. 1989; Kiguchi) هاي چين و ژاپنجدايه

et al. 1996; Miyanishi  et al. 1999) فرانسه ،)Koenig 

et al. 1997(قزاقستان ، (Koenig and Lennefors 

 .Harju et al. 2002; Ward et al) ، انگلستان(2000

و به تازگي از تركيه  )Koenig et al. 2008(، آلمان (2007

)Yilmaz et al. 2016(  .گزارش شده است  
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 RFLPمولكولي  هايدا، بر اساس روشـدر ابت

)Kruse et al. 1994(  وSSCP )Koenig et al. 1995( 

و  )CP(ناحيه پروتئين پوششي  RT-PCR (IC)روي محصول 

، RNA1 ،RNA2تجزيه و تحليل روابط فيلوژني  سپس

RNA3  وRNA4  ،اصلي  هايتيپA ،B  وP هاي  در جدايه

علاوه بر اين  امادر آسيا  .اند گرديدهمتمايز مختلف در دنيا 

ها كدام از اين تيپهم شناسايي شده است. هيچ Jها، تيپ  تيپ

ها به تنوع از نظر سرولوژيكي قابل تمايز نيستند و اختلاف آن

 Koenig)شود زايي و منشأ جغرافيايي مربوط ميتوالي، بيماري

et al. 1995; Koenig et al. 1997; Koenig and 

Lennefors 2000; Munier et al. 2003; Tamada et 

al. 2003; Schirmer et al. 2005; Chiba et al. 2011).   

در و  بودهژنومي  RNAداراي چهار  Bو  Aهاي تيپ

اين دو تيپ  ها باهم شباهت دارند.درصد توالي 96 –99حدود 

در ناحيه  172و  103، 63هاي موقعيتدر آمينواسيدهاي 

هاي با هم اختلاف دارند كه به تمايز بين ايزوله CPسيسترون 

شود منجر مي )S62-N103-F172( Bو  )A )T62-S103-L172تيپ 

)Miyanishi et al. 1999( . تيپA  استانتشار جهاني داراي 

 وپايي، آمريكا، چين، ژاپن،بسياري از كشورهاي ارايران و و در 

 Schirmer et) داردگسترش آسياي ميانه (قزاقستان) و تركيه 

al. 2005; Chiba et al. 2008; Liu et al. 2008;  

Mehrvar et al. 2009; McGrann et al. 2009; 

Yilmaz et al. 2016) كه تيپ ؛ در حاليB  انتشار

 .Kruse et al) در آلمان، فرانسه محدودتري داشته و عمدتاً

1994; Koenig et al. 2008)  ژاپن، چين ،(Miyanishi et 

al. 1999, Chiba et al. 2008) بلژيك، انگليس ، (Ratti et 

al. 2005) سوئد ،)Lennefros et al. 2000(  و تنها در يك

با گزارش شده است.  )Jahromi et al. 2005(نمونه در ايران 

نواحي مانند  Bاز تيپ  Aبراي تشخيص تيپ وجود اين، 

)Triple Gene Block(TGB   درRNA2  داراي اختلافات

و با آغازگرهاي  RT-PCRكافي است كه بر اساس تكنيك 

گونه هيچ). Ratti et al. 2005(گيرد اختصاصي انجام مي

گزارش نشده است  Bو  Aهاي اختلاف بيماريزايي بين تيپ

)Rush et al. 2006(.  تيپP  وJ  داراي يك قطعهRNA 

باهم  ،درصد 96و در حدود  هستند RNA5ژنومي اضافي يعني 

، Jهاي تيپ در جدايه. )Ward et al. 2007(دارند  توالي تشابه

-229و  77در آمينواسيدهاي موقعيت  )deletion( دو حذف

صورت گرفته است.  Pنسبت به تيپ  p26در سيسترون  227

اي در از ژاپن، چين، مزرعهدر آسيا انتشار دارد و  تاًاين تيپ عمد

 استطور گسترده در تركيه گزارش شده به آلمان و اخيراً

(Schirmer et al. 2005; Yilmaz et al. 2016; Chiba 

et al. 2011; Liu et al. 2008; Koenig et al. 2008). 

از نظر سرولوژيكي قابل  Bو  Aهاي هم مانند تيپ Pتيپ 

بيولوژيك و خصوصيات  رفتارهايبا اين حال،  .ستتشخيص ني

منطقه  درابتدا سازد. ها جدا ميژنومي آن را از ساير تيپ

. با اين )Koenig et al. 1997(پيتيويرز فرانسه گزارش شد 

هاي ژاپني پيدا شده است جدايهاولين بار در  RNA5وجود، 

)Tamada et al. 1989( .محدود  ،انتشار جغرافيايي اين تيپ

از قزاقستان  RNA5با  Pدر حال حاضر، تيپ است و 

)Koenig and Lennefors 2000انگلستان ،( (Harju et al. 

 Pتيپ و  )Koenig and Lennefors 2000(و سوئد  (2002

گزارش شده  )Mehrvar et al. 2009( از ايران RNA5بدون 

هاي در مقايسه با تيپ Pگياهان مقاوم چغندرقند، تيپ در است. 

A  وB كند و مقدار آلودگي بيشتري در تر حركت ميسريع

 .Heijbroek et al)شود هاي اصلي اين گياهان ديده ميريشه

اي براي ارقام مختلف يك تهديد بالقوه P. بنابراين تيپ (1999

اين كه كنترل ريزومانيا  شود؛ مخصوصاًچغندرقند محسوب مي
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هاي مقاوم به ويروس كارگيري رقمبر اساس به در دنيا صرفاً

   .)McGrann et al. 2009(است 

كشور  قندچغندرمناطق عمده كشت  دراين بيماري 

 تا كنون ومطرح مهم  شكلگزارش شده و به عنوان يك م

اولين بار، بيماري  ثير مخربي بر عملكرد چغندر داشته است.أت

 دشزومانيا در استان فارس تشخيص و گزارش ـري

)Izadpanah et al. 1996( پس از اين گزارش، بيماري در .

 بسياري از مناطق كشت چغندرقند كشور گزارش شد

(Shahnejat-Bushehri et al. 2006; Farzadfar et al. 

2007; Mehrvar et al. 2009) مطالعاتي  2004. در سال

ايران در استان فارس  BNYVVهاي جهت شناسايي تيپ

. توالي )Hashemi sohi and maleki 2004( انجام شد

و  RNA3هايي از و بخش RNA2از  CPنوكلئوتيدي ژن 

RNA4 هاي جدايهBNYVV  از استان فارس مورد تجزيه و

هاي جدايه CPنتايج تجزيه و تحليل ناحيه  تحليل قرار گرفتند.

اسيد تشابه بالايي را با فارس، در سطح اسيدآمينه و نوكلئيك

يك جدايه  M1arنشان دادند. همچنين  Aهاي تيپ جدايه

و مقايسه  RFLPمتفاوت در استان خراسان، بر اساس الگوي 

جاي  Bتيپ شبه هاي دنيا در آن با جدايه CPتركيب توالي 

مزارع  در Bو  A هاي. تيپ(Jahromi et al. 2005) گرفت

خراسان رضوي و شمالي با استفاده از  هايچغندرقند استان

 Aو آغازگرهاي اختصاصي تيپ  RT-PCRروش 

(Gharooni Kardani et al. 2008)  و آغازگرهاي

كند، تكثير مي RNA2در  TGBكه ناحيه  Bاختصاصي تيپ 

چغندرقند  هايديگري، نمونه در تحقيق تشخيص داده شدند.

با علائم مشكوك به ريزومانيا از مناطق مختلف چغندركاري 

و  RNA3مربوط به  p25ناحيه  آوري شدند.كشور جمع

-RT با روش RNA4و  RNA1 ،RNA2هايي از قسمت

PCR  تكثير و تعيين توالي شدند. براساس تجزيه و تحليل

طور هم شناسايي شد. به P، تيپ A، علاوه بر تيپ p25ناحيه 

، BNYVVچغندرقند مبتلا به  هاينمونهدرصد  92كلي حدود 

اردبيل،  هاياستان از Pبودند. تيپ  Pو بقيه تيپ  Aتيپ 

رضوي، خراسان شمالي و كرمانشاه غربي، خراسانآذربايجان

 آلودگي چنين هم .)Mehrvar et al. 2009(تشخيص داده شد 

 كشت چغندرقندعمده هشت استان در ارقام مختلف چغندرقند 

نتايج اين تحقيق وقوع روبه گسترش  كشور بررسي شد.

BNYVV را در كشور نشان داد (Ebrahim-Ghomi et al. 

2016).  

 كار اقتصادي واستفاده از ارقام مقاوم به ويروس تنها راه

، منبع مقاومت RZ1ژن  موثر عليه بيماري ريزومانيا است و

ين وجود درجات متفاوتي از با ا. بيماري استاوليه براي اين 

هاي مختلف اين يا تحمل ارقام مقاوم به واريانت حساسيت

به جهت سطح زيركشت وسيع ارقام شود. ويروس ديده مي

و بروز  BNYVVمقاوم از يك طرف و خطر تغييرات ژنتيكي 

تر به علت افزايش فشار انتخابي و هاي جديد مهاجمواريانت

 Rz1مقاومت  شكستنهاي نقطه اي ويروس كه قابليت جهش

رود كه اين مقاوم دارند، بيم آن مي هاي نسبتاًرا در ژنوتيپ

هاي مقاوم چغندرقند كشت شده ها تهديدي براي رقمواريانت

هاي مختلف باشد. بنابراين لزوم بررسي و تعيين تيپ ايراندر 

اهميت است. ويروس در مناطق عمده چغندركاري كشور حائز 

هاي در ايستگاهچغندرقند تحقيقات سسه ؤم از آنجا كه هرساله

، خراسان رضويتحقيقاتي كشور مانند زرقان فارس، طرق 

اقدام آذربايجان غربي و مياندوآب  البرزاكباتان همدان، مطهري 

ارقام چغندرقند نسبت به بيماري  مقاومت به ارزيابي و مقايسه

 ،كندارقام جديد را براي كشت مي معرفيو ويروسي ريزومانيا 

موفقيت براي اين مناطق در موجود لذا تعيين نوع تيپ ويروس 

در  است.ضروري در برنامه اصلاح و معرفي ارقام جديد بسيار 

هاي تحقيقاتي در ايستگاه BNYVVمطالعه نوع تيپ اين 
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كشور با روش  هاياستان مزارع ازبرخي چغندرقند و 

multiplex PCR هاي زمان تيپبراي تشخيص همA  وB  و

براي  RNA5غازگرهاي اختصاصي همچنين با استفاده از آ

كه  ويروس عامل بيماري ريزومانيا رديابي حضور قطعه پنجم

  بررسي شد. ،است Jيا  P هايبيانگر وجود تيپ
  

  هامواد و روش

  تهيه نمونه بيماري

در  1393شهريورماه  و 1392در مهرماه سال 

، )غربيآذربايجان( هاي تحقيقات چغندرقند مياندوآب ايستگاه

 )همدان(، اكباتان )البرز(، مطهري كرج )خراسان رضوي(طرق 

-هاي قند نقده در آذربايجانمزارع كارخانه ،)فارس( زرقانو 

مزارع كشاورزان ، رضويجام در خراسانتربت ،، قزوينغربي

 برداري انجامنمونه ، هاآوري جدايهجمعبه منظور اراك و  نهاوند

 داراي از زرقان فارسريشه چغندرقند  21در مجموع  گرفت.

مويي شديد، جامي شكل شدن ريشه، كاهش وزن علائم ريشه

پارس (رقم و اندازه شديد و چند شاخه شدن ريشه از ارقام 

(رقم مقاوم خارجي)،  (رقم متحمل)، سانتا متحمل)، تربت

نمونه از  13(رقم حساس)،  و جلگه پائولتا (رقم مقاوم خارجي)

مويي شديد، جامي شكل شدن طرق مشهد داراي علائم ريشه

ريشه، كاهش وزن و اندازه شديد، نكروزه شدن آوندها و چند 

(رقم متحمل)، ارس  شاخه شدن ريشه در ارقام پارس، جام

نمونه از تربت جام با  دو سانتا، پائولتا و جلگه،، اوم خارجي)ق(م

نمونه  ششكوچك و كاهش يافته رقم جلگه،  شديداً هايريشه

مويي در از مياندوآب با علائم كاهش وزن ريشه توام با ريشه

نمونه از نقده داراي علامت ريشه مويي،  سه، ارقام جام و جلگه

مويي و جامي شكل شدن نمونه از قزوين داراي علائم ريشه سه

 دو، اراك خيرآبادمنطقه نمونه از چهار نمونه از كرج، دو ريشه،

نمونه از ناحيه فيروزان نهاوند  دوو  نمونه از اكباتان همدان

الايزا و  هايبا روش هااين نمونه تمام . آلودگيانتخاب شدند

RT-PCR  براي تعيين نوع تيپ و تاييدBNYVV  58تعداد 

  .نمونه مورد بررسي قرار گرفتند
  

  آلودهگذاري گياهان چغندرقند در خاك آزمون طعمه

بذر ارقام ايراني اكباتان،  1393ماه سال در اواخر اسفند

هاي و رقم مقاوم خارجي سانتا در گلدان شكوفاپايا، پارس، آريا، 

در  ومخلوط با كمپوست كاشته و ك سالم پلاستيكي حاوي خا

هاي آلوده به ريزومانيا خاك .داده شدشرايط گلخانه رشد 

آوري شده از مزارع چغندرقند مغان، كرج، مشهد و شيراز  جمع

(كه آلودگي آنها به ريزومانيا تاييد شده بود) به گلخانه منتقل 

خاك آلوده  بهروز بعد از رشد  40 هاي چغندرقندگياهچهشدند، 

به  يك سوم خاك آلودهها با . گلدانمنتقل شد مناطق مختلف

 د و در شرايط دماييپر شدن و دو سوم خاك سالم ريزومانيا

  .داري شدند نگهبه مدت دوماه  گراد درجه سانتي 3+22

هاي يك بارخرد شده در قالب آزمايش براساس كرت 

تصادفي با شش ژنوتيپ چغندرقند وچهار نوع خاك  طرح كاملاً

كرج اجرا  واقع در مناطق مختلف در موسسه تحقيقات چغندرقند

هاي چغندرقند در ماه از رشد گياهچه دوپس از گذشت  شد.

-از ريشه گرم 2/0آوري شد. مويي آنها جمع، ريشهخاك آلوده

با و  DAS-ELISA الايزابا روش  وانتخاب هر نمونه  مويي

آلودگي آنها  BNYVVهاي ايراني سرم جدايهاستفاده از آنتي

بالاترين  سي نمونه از ،هر رقم از .مورد بررسي قرار گرفت

 30پس از و  نانومتر 405طول موج ميزان جذب نوري در 

  جهت تعيين تيپ ويروس انتخاب شد. ،دقيقه
  

   BNYVV هايتعيين و تشخيص مولكولي تيپ

به  BNYVVبه ريشه چغندرقند آلوده  58ابتدا  در

كه  هاي تحقيقاتي و مزارع مختلف كشوردست آمده از ايستگاه

آلودگي آنها تاييد شده  RT-PCRو واكنش  ELISAبا روش 

تعيين نوع جهت  ،)Ebrahim-Ghomi et al. 2016(بودند 
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از ريشه  نمونه 30 علاوه بر اين .انتخاب شدندويروس  تيپ

-مغان و ايستگاه هاي در خاك رشد يافته هاي چغندرقندگياهچه

كه آلودگي آنها با روش هاي تحقيقاتي كرج، مشهد و زرقان 

جهت تعيين تيپ نيز  ،الايزا تاييد شده بودندسرولوژيكي 

  .به عمل آمدررسي بويروس 
  

  كل RNAاستخراج 

 (2011)و همكاران  نادرپور به روش RNAاستخراج 

گرم  RNA ،125/0در مرحله نخستين استخراج  انجام گرفت:

داري  نگه هاي ريشه مويي و انتهاي ريشه چغندرقنداز بافت

در نيتروژن مايع پودر و به گراد  درجه سانتي -20شده 

ميكروليتر  800ليتري منتقل شدند. سپس ميلي 2ميكروتيوب 

 100mM Tris-HCL pH,8.5, 100mM(بافر استخراج 

NaCl, 50 mM EDTA, pH 8.0, 2% SDS(  به

ها اضافه گرديد. با پيپت كردن، محتواي هر ميكروتيوب

ميكروليتر مخلوط  500مخلوط و  ميكروتيوب كاملاً

) به هر 1:24:25ل/كلروفرم/ايزوآميل الكل (به نسبت فن

دقيقه به آرامي  10ميكروتيوب در روي يخ اضافه شد و به مدت 

دور در  14000دقيقه در  10مخلوط گرديد. سپس به مدت 

ميكروليتر از  500دقيقه سانتريفيوژ انجام گرفت. در مرحله بعد، 

 500تقل و ليتر منميلي 5/1فاز رويي به ميكروتيوب جديد 

) به هر ميكروتيوب 1:24ميكروليتر كلروفرم/ايزوآميل الكل (

ها به آرامي مخلوط شد. سپس اضافه شد. محتواي ميكروتيوب

دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد.  14000دقيقه در  10به مدت 

آوري و پس از  ميكروليتر از فاز رويي جمع 400در مرحله بعد، 

ميكروليتر  70 ليتري، ميلي 5/1ميكروتيوب جديد  انتقال به يك

درصد  96ليتر اتانول  و يك ميلي )3M )pH 5.6استات سديم 

دقيقه در  30به هر ميكروتيوب افزوده شده و حداقل به مدت 

ها به داري شد. سپس ميكروتيوب نگهگراد  درجه سانتي -20

در  دور 13000با گراد  درجه سانتي 4دقيقه در دماي  15مدت 

ليتر اتانول  و رسوب حاصل با يك ميليه دقيقه سانتريفيوژ شد

دقيقه شستشو داده  2دور در دقيقه به مدت  6000درصد در  80

ميكروليتر آب مقطر استريل به آرامي حل  600شد. رسوب در 

به هر ميكروتيوب اضافه و به  LiCl 8Mميكروليتر  300شد. 

گراد  رجه سانتيد -20ساعت تا يك شب در  دو حداقل مدت

دقيقه در دماي  15ها داري شد. در مرحله بعد، ميكروتيوب نگه

دور در دقيقه سانتريفيوژ  13000در گراد  درجه سانتي 4

 80گرديدند. سپس شتشوي رسوب حاصل مانند قبل با اتانول 

حاصل در  RNAدرصد انجام شد. بعد از حذف اتانول، رسوب 

ميكروليتر آب مقطر استريل حل  20دماي اتاق خشك و در 

درجه  -20به دست آمده تا زمان مصرف در  RNAشد. محلول 

، با دو RNAداري شد. براي صحت استخراج  نگهگراد  سانتي

مورد  RNAوفتومتر يا الكتروفورز كيفيت و كميت رروش اسپكت

  ارزيابي قرار گرفت.
  

   cDNA ساخت

از  استخراج شدهويروسي  RNAروي  از cDNAسنتز 

با و  MBI Fermentaseطبق دستور شركت  ،مرحله قبل

انجام  Random Hexamer Primer (RHP) استفاده از

 RNA ميكروليتريك تا دو به ميكروتيوب استريل . ابتدا گرفت

به همراه پنج  ميكروگرم بر ميكروليتر 5/1با غلظت 

به وسيله آب مقطر  آن مو حج اضافه شد RHPميكرومول

. بعد از پيپت كردن ميكروليتر رسانده شد 8به  RNaseعاري از 

دقيقه در دماي  10ها به مدت و سانتريفيوژ كوتاه، ميكروتيوب

بلافاصله  داده شده و سپسقرار گراد  درجه سانتي 70

پايه مواد  دقيقه، 10از  پس شدند. منتقل يخ رويها  ميكروتيوب

 برداري وارونه نسخهميكروليتر از بافر واكنش  چهار شامل

)250mM KCl, ،50mM DTT ،250mM MgCl2 ،

250mM Tris- HCl ،pH, 8.3(  ميكروليتر  يكوdNTP  با

 ميكروليتر آنزيم مهار كننده ريبونوكلئاز 5/0 ر،مولا ميلي 10غلظت 
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ميكروليتر آنزيم  واحد بر ميكروليتر و يك 40با غلظت 

واحد بر  200با غلظت  M-MULV وارونهبرداري  نسخه

ي ربا آب مقطر استريل عاواكنش و حجم نهايي اضافه ميكروليتر 

پس از يك ميكروليتر رسانده شد.  20به حجم  ،RNaseاز 

دقيقه  60به مدت  C42˚ دماي در واكنشكوتاه،  سانتريفيوژ

 برداري معكوسبه منظور مهار آنزيم نسخهدر نهايت  انجام شد.

)Reverse Transcriptase- RT(،  بلافاصله محلول واكنش

پس از  شد. قرار دادهگراد  درجه سانتي 70 دقيقه در دماي 10

 تا هنگام استفاده درحاصل  cDNA واكنش، محصولاتمام 

  داري شد. نگهگراد  درجه سانتي -20
  

 Bو  Aهاي جهت تكثير تيپ multiplex PCRواكنش 

  ويروس

براي از مناطق مختلف مورد بررسي نمونه  88تعداد 

هاي تيپ وس انتخاب شدند. به منظور تعيينوير تعيين نوع تيپ

A  وB ندرقند از روش ويروس رگبرگ زرد نكروتيك چغ

و دو جفت آغازگر multiplex PCR (mRT-PCR)  مولكولي

را  RNA2از   TGBكه ناحيه RhizoBو  RhizoAاختصاصي 

 .)Ratti et al. 2005(استفاده شد  ،)1(جدول  كنندتكثير مي

 RhizoAجفت بازي به وسيله جفت آغازگر  324تكثير قطعه 

جفت بازي به وسيله  178وتكثير قطعه  Aمشخص كننده تيپ 

  ويروس است. Bبيانگر تيپ  RhizoBآغازگرهاي 

  
  Bو  Aهاي ترادف و موقعيت آغازگرهاي اختصاصي تيپ 1جدول

  
  نام آغازگر  ʹ3-ʹ5توالي (bp) اندازه  موقعيت  منبع

Ratti et al. (2005) 1472 -1444  324  TAATAGTATCACTGTTACAACGATTAAGA RhizoA-F 

  1767 -1742    GTCACCTCTTTTACCATTATATCAG RhizoA-R  

Ratti et al. (2005)  1419 -1405  178  TTGGGCAGCAACTTA RhizoB-F  

  1582 -1562    ACGGTGAGTACAACATACTGA RhizoB-A  

  

 به Bو  Aهاي براي رديابي تيپ mRT-PCRواكنش 

 mRT-PCRحجم نهايي محصول انجام گرفت كه  صورت اين

مواد مورد  ميكروليتر در نظر گرفته شد و 25 براي هر واكنش

، Buffer PCR 10Xميكروليتر 5/2شامل نياز براي هر واكنش

ميكروليتر از  1مولار، ميلي 50با غلظت   MgCl2ميكروليتر  1

)، (RhizoR,A/Bو برگشت  (RhizoF,A/B)هر آغازگر رفت 

 25/0مولار، ميلي 10با غلظت  dNTPsميكروليتر  75/0

 Taq DNA polymerase (5u/µl)آنزيم  (1U)ميكروليتر 

هر نمونه به  براي cDNAميكروليتر  5/1(سيناژن، ايران) و 

اي پليمراز در دستگاه واكنش زنجيره عنوان الگو قرار گرفته شد.

به گراد  درجه سانتي 94نامه دمايي و زماني ترموسايكلر با بر

 30سازي چرخه شامل واسرشته 35دقيقه سپس  چهار مدت

ثانيه در دماي  35، مرحله اتصال گراد درجه سانتي 94ثانيه در 

درجه  72ثانيه در دماي  40مرحله بسط ، گراد درجه سانتي 55

درجه  72دقيقه در دماي  هفتو بسط نهايي گراد  سانتي

  انجام گرفت. گراد  سانتي
  

   RNA5داراي  Pتشخيص تيپ 

ويروس عامل  Jو  P هايتيپ تعيينو  RNA5رديابي 

-RTروش  ياهان آلوده چغندرقند باريشه گ درريزومانيا بيماري 

PCR  و آغازگرهاي اختصاصيBNYVV5  انجام گرفت

، ناحيه كدشونده BNYVV5). آغازگرهاي اختصاصي 2(جدول 
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p26  در واقعRNA5  كند باز را تكثير ميجفت 885به طول

بيانگر وجود د توانمي RNA5كه علاوه بر تشخيص وجود 

 Miyanishi et al. 1999; Chiba( دشباهم  Jيا تيپ  Pتيپ 

et al. 2008(.  

  
  RNA5 ف و موقعيت آغازگرهاي اختصاصيتراد 2جدول 

  
  نام آغازگر  ʹ3-ʹ5توالي  (bp)اندازه   منبع

Miyanishi et al. 1999  326-308  GTTTTTCCGGTCGCAGCACAAG  BNYVV5(1)-F  
  1192 -1172  CGAGCCCGTAAACACCGCATA  BNYVV5(1)-R  

  

مورد استفاده در اين آزمايش هاي نمونه cDNA تهيه

 5/1 وانجام طبق روش فوق  random hexamer primerا ب

با حجم نهايي  PCRدر واكنش به عنوان الگو  آنميكروليتر از 

رد نياز براي هر واكنش مواد مو استفاده شد. ميكروليتر 25

ميكروليتر  يك، Buffer PCR 10Xميكروليتر  5/2 شامل

MgCl2   ميكروليتر از هر آغازگر  يكمولار، ميلي 50با غلظت

-ميلي 10با غلظت  dNTPsميكروليتر  75/0رفت و برگشت، 

 Taq DNA (5u/µl) آنزيم (1U)ميكروليتر  25/0 مولار و

polymerase (سيناژن، ايران) بود.  

ترموسايكلر با اي پليمراز در دستگاه واكنش زنجيره

دقيقه  سهبه مدت گراد  درجه سانتي 94نامه دمايي و زماني بر

درجه  94 ثانيه در 30سازي چرخه شامل واسرشته 35سپس 

درجه  55ثانيه در دماي  30، مرحله اتصال گراد سانتي

 گراد درجه سانتي 72ثانيه در دماي  40، مرحله بسط گراد سانتي

انجام گراد  درجه سانتي 72 دقيقه در دماي هفتو بسط نهايي 

  گرفت. 

 يكاز هر نمونه در روي ژل آگاروز  PCRمحصول 

روفورز گرديد. رويت باندهاي ـت الكتـول 80درصد با ولتاژ 

رداري از آنها با استفاده از دستگاه ـب تكثير شده و نيز عكس

Gel Documentation .انجام شد  
  

  و بحث نتايج

هاي چغندرقند به نمونهآلودگي  ميزان براي ارزيابي

 زا و هم )Tap root( ريشه اصلي از بيماري ريزومانيا هم

در مواردي كه  ،استفاده شد. با اين وجود موييهاي ريشه

مويي اما داراي كاهش آوري شده فاقد ريشههاي جمع ريشه

، از نوك و پوست يا ساير علائم ريزومانيا بودندو د وزن شدي

  .ريشه آنها استفاده شد
 

   BNYVV نتايج تعيين تيپ 

با آغازگرهاي  multiplex PCRآزمون  انجام پس از

آوري جمع BNYVVهاي جدايه 88 از Bو  Aاختصاصي تيپ 

آوري شده از هاي جمعو ريشهمختلف كشور آلوده شده از مزارع 

بازي تكثير شد جفت 324فقط قطعه گلخانه، هاي آلوده خاك

جفت  178. باند )1(شكل  بود Aتيپ حضور دهنده كه نشان

 دگرديها مشاهده نيك از نمونههيچ در Bبازي مربوط به تيپ 

  . )4و  3(جدول 
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  mRT-PCR مختلف براساس واكنش مناطق آوري شده از مزارعهاي ريشه جغندرقند جمعنمونه BNYVV نوع تيپ 3جدول 
  

  نام منطقه  نمونه برداري حلم  نمونهتعداد   نوع نمونه  تيپ ويروس

A مياندوآب ايستگاه تحقيقات  6  ريشه 

A نقده  كارخانه قند 3 ريشه  

A كرج  كارخانه قند 2 ريشه 

A طرق  ايستگاه تحقيقات  13 ريشه 

A تربت جام  كارخانه قند  2 ريشه 

A زرقان  ايستگاه تحقيقات  21 ريشه 

A اراك  روستاي خيرآباد 4 ريشه 

A همدان  ايستگاه تحقيقات 2 ريشه 

A نهاوند  مزارع كشاورزان 2 ريشه 

A قزوين  كارخانه قند  3 ريشه 

  
  هاي آلوده مناطق خاكاز گياهان تلقيح شده با هاي ريشه جغندرقند نمونه BNYVV نوع تيپ 4جدول 

  mRT-PCR براساس واكنش مختلف مستقر در گلخانه

  
  نام منطقه  نمونه برداريمحل   تعداد نمونه  نوع نمونه  تيپ ويروس

A مغان پارس آبادمزارع   7  خاك 

A زرقان  ايستگاه تحقيقات 5 خاك  

A كمالشهر  ايستگاه تحقيقات 5 خاك 

A طرق  ايستگاه تحقيقات  13 خاك 

  

  
  

  

  

  

 جفت بازي مربوط به ناحيه 325درصد. قطعه حدود  5/1در ژل آگارز  multiplex PCR الكتروفورز حاصل از محصول 1شكل 
TGB ستون نمونه سالم. :10ستون  جامتربت ،قده، همدان، زرقان، قزوين، اراك، مشهد، نهاوند، مياندوآبنبه ترتيب:  9تا  1هاي است. ستون M :

  .100bp ladder نشانگر تعيين اندازه

 نيز گزارش شده است در كشور قبلاً Aوجود تيپ 

)Hashemi sohi and maleki 2004( . اين  به طور مشابهي

رضوي خراسان هاي مزارع چغندرقند استان در BNYVVتيپ 

و آغازگرهاي  RT-PCRشمالي با استفاده از روش و 

 Gharooni Kardani)  ه استرديابي شد Aاختصاصي تيپ 

et al. 2008).   

ربت، ، تاستفاده شده پارسهاي مختلف در بين ژنوتيپ

سانتا، پائولتا، ارس، جام و جلگه در اين تحقيق كه درجات 

نيز ، دادندنشان  BNYVVمتفاوتي از مقاومت را نسبت به 

بنابراين يكسان بودن نوع تيپ ويروس در رديابي شد.  Aتيپ 

دهد كه اين تمام ارقام و در مناطق جغرافيايي مختلف نشان مي

  .ژنتيكي در كشور بسيار پايدار استتيپ از نظر 
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در  قبلاً BNYVVويروس  Bاگر چه تيپ و شبه تيپ 

 Jahromi et) ي از استان خراسان گزارش شده است يها نمونه

al. 2005) نمونه آلوده  15، ليكن نتايج اين تحقيق روي تعداد

در ايستگاه تحقيقاتي طرق و مزارع حوزه كارخانه  از اين استان

  ها را تاييد نكرد.  وجود اين جدايه جام،قند تربت

 BNYVV جدايه 88روي  RT-PCRآزمون 

با جفت آغازگرهاي اختصاصي تكثير از كشور آوري شده  جمع

نشان دهنده عدم رديابي اين قطعه ، p26-RNA5كننده ناحيه 

RNA اي مورد مطالعه بود. اما به دليلهژنومي در بين نمونه 

در كشور تركيه و  RNA5هاي داراي شيوع گسترده جدايه

احتمال غربي، وجود مرز مشترك به ويژه در استان آذربايجان

حضور آن حداقل در اين استان وجود دارد. به همين دليل برخي 

به استان هاي مربوط آوري شده از جمله نمونههاي جمعاز نمونه

 Pمنطقه مغان كه در تحقيق ديگري تيپ غربي، آذربايجان

 .Mehrvar et al) در آن گزارش شده بود RNA5بدون 

(شامل نهاوند و همدان) هاي قزوين و همدان استان، (2009

 واريانت همراه با اين بودند (معمولاً ALHGكه داراي واريانت 

RNA5  (شامل ها هاي ساير استاننمونه و نيزوجود دارد

آباد (كمال مركزي (اراك)، خراسان رضوي (طرق مشهد) و البرز

آوري شده بودند، بررسي شدند. در طول تحقيق جمعكرج) كه 

تكثير و رديابي  RNA5يك از مناطق مورد بررسي اما در هيچ

  .مطابقت دارد )2009(و همكاران  مهرو با نتايجاين نتايج  نشد.

حاكي از در ايران  تحقيقات ديگرو اين تحقيق نتايج  

ها قبل به صورت غالب وجود از مدت Aيپ اين است كه ت

مقاوم  نسبتاً با وجود كشت وسيع ارقام حساس يا وداشته 

گسترش  كشت چغندرقنددر مزارع  فقط همين تيپمختلف، 

هاي دارد. اين امر ممكن است به خاطر رقابت بين ژنوتيپ

 Ecological(اكولوژيك آشيان  در اشغال BNYVVمختلف 

niche( هاي متفاوت يا استرينPolymyxa betae در انتقال 

تواند انتقال دهد باشد كه جدايه خاصي از ويروس را مي آنها

)Koenig et al. 2008 رسد كهگونه به نظر مي). بنابراين اين 

به خوبي ران با شرايط اقليمي اي BNYVVژنوتيپ  A تيپ

هاي ويروس، جهت سازگاري پيدا كرده و نسبت به ساير ژنوتيپ

  تر است.ارقام چغندرقند موفقآلوده كردن 

 BNYVVهاي در اين مطالعه آلودگي مخلوط تيپ

در مشاهده نشد. همچنان كه در بيشتر نواحي كشت چغندرقند 

با  ؛حضور دارند Bيا فقط تيپ  A، فقط تيپ ساير مناطق جهان

آلودگي مخلوط هر دو تيپ فقط در نواحي مرزي اين وجود اين، 

هاي مختلف مخلوط با ژنوتيپ آلودگيو دو تيپ يافت شده 

BNYVV  است گرديدهبه ندرت مشاهده در يك نمونه آلوده 

)Schirmer et al. 2005, Kruse et al. 1994(. و  راتي

را فقط در  Bو  Aهاي آلودگي مخلوط تيپ )2009( همكاران

نمونه ريشه چغندرقند آلوده كه منشا آنها  72يك نمونه از 

  از كشورهاي اروپايي بود، رديابي كردند.  عمدتاً

هاي آلوده ريشه نتايجي كه از نمونهبه  با توجه

در اين مطالعه و نيز  آوري شده از مزارع چغندرقند كشور جمع

به دست  )Ebrahim-Ghomi et al. 2016(تحقيق گذشته 

بيماري ريزومانيا در كشور به طور قابل كه توان گفت مي ،آمد

 ؛داردوسيعي انتشار هم   Aتيپو  گسترش استتوجهي روبه 

 Schirmer) همچنان كه اين تيپ در سراسر دنيا گسترش دارد

et al. 2005; Chiba et al. 2008; Liu et al. 2008; 

Mehrvar et al. 2009; McGrann et al. 2009 Yilmaz 

et al. 2016).  به غير از تيپA ، هايتيپساير BNYVV  در

رديابي نشد؛ علاوه  مورد بررسيويروسي ي هاجدايهيك از هيچ

ورود  امكاناگرچه  ،ودندب RNA5فاقد ، هاجدايه تمامبر اين 

به ايران از كشور تركيه  RNA5داراي  BNYVVهاي جدايه

  .كماكان وجود دارد
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صنعت چغندرقند در دنيا با  كشت واز آنجايي كه 

با اين وجود مقاومت  ؛حفظ شده استمقاوم  معرفي ارقام نسبتاً

هاي ظهور واريانت اين ارقام تحت شرايط فشار شديد بيماري و

با توجه به  .)Liu et al. 2008(ناكافي است  شكننده مقاومت

 بنابراين ،دارددر دنيا واريانت را تنوع بيشترين  Aتيپ اين كه 

در مراكز به ويژه  BNYVVهاي ويروسي تعيين واريانت

تلقي گام بعدي اين تحقيق  منزلهه بتحقيقاتي چغندرقند كشور 

  مي شود.
  

  سپاسگزاري

تحقيقات اصلاح و تهيه بذر سسه ؤم مديريت محترم از

  گردد.چغندرقند به جهت حمايت از اين پژوهش قدرداني مي
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