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  چكيده

مهم و خطرناك  يماريعامل ب )Beet Necrotic Yellow Vein Virus, BNYVV( ويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقند

رقم مقاوم نسبت  ينتاكنون انجام شده و چند يماريب ينا يرو يا گسترده ياربس يقاتتحق. باشد يم ياهگ يندر ا يشير يشهر

 BNYVV در برهمكنش با حساس دو رقممقاوم و  دو رقم فيزيولوژيكيدر اين مطالعه تغييرات  .است يدهگرد يمعرفآن به 

مقايسه با ارقام  حساس داراي غلظت بالاتري از ويروس دررقام انتايج آزمون اليزا نشان داد كه  قرار گرفت. مقايسهمورد 

ارقام اكسيدان نشان دادند.  خشك ريشه، كلروفيل و آنتي باشند. ارقام مقاوم تغييرات كمتري را در ميزان وزن تر و مي مقاوم

 . به طور كليواكنش نشان دادند، فنول و پروتئين كل در مقايسه با گياه كنترل در ميزان كربوهيدرات با تغييرات بيشتر مقاوم

در را  بيشتر تغييرات فيزيولوژيكيو   پاسخي سريعايجاد سبب ارقام مقاوم  در قندويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندر

   شود. مقايسه با ارقام حساس مي
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  مقدمه

مهم  گياهانيكي از  ).Beta vulgaris L( چغندرقند

توسط طيف وسيعي از عوامل  گياهاين . گرددصنعتي محسوب مي

كاهش در  منجر بهشود كه در بيشتر موارد زا تهديد ميبيماري

در  اهـيگ ينا يها تمام اندامشوند. قند مي درصدوزن ريشه و 

 گيرد قرار ميزا عوامل بيماري حمله مورديشي طول فصل رو

)Pavli 2010; Grimmer et al. 2007( .عوامل  بنابراين

هاي رايج به اين محصول و زا نقش مهمي در خسارتبيماري

  صنعت شكر دارند.

 Beet)  ك رگبرگ چغندرقندـنكروتيويروس زردي 

Necrotic Yellow Vein Virus, BNYVV) بيماري  عامل

يا ريشه  )root beardiness( مهم و خطرناكي بنام ريشه ريشي

 Tamada and) است در چغندرقند )rhizomania( گنائي

Baba 1973). كاهش  دربه دليل توانايي بالقوه  اين ويروس

مد و آكار نامحدود در خاك آلوده و فقدان راه محصول، دوام تقريباً

ميزان  مورد توجه زيادي قرار گرفته است. مناسب جهت كنترل آن

درصد، و  30بيش از  به خسارت بيماري چشمگير بوده و معمولاً

 Woodruff et) رسد شديد گاهي به صددرصد مي هاي آلودگيدر 

al. 1986).  
 انرژي هب نوراني انرژي آن طي كه استفرايندي  فتوسنتز

 گياه حياتي هايفعاليت در انرژي اين از و شده تبديل شيميايي

ها زرد رنگ شده، با كاهش ميزان فتوسنتز برگشود.  استفاده مي

 .يابدميزان پروتئين، كلروفيل و محتويات كارتنوئيد كاهش مي

تركيبات فنولي داراي نقش فعال در مقاومت سيستميك عليه 

هستند، به طوري كه تجمع آنها منجر به تقويت  زاعوامل بيماري

سلول و ي سلولي (با رسوب ليگنين و سوبرين)، مرگ سريع ديواره

 Nicholson and(گردد مي توقف تكثير عامل بيماري

Hammerschmidt 1992( . تركيبات فنولي در ارقام مقاوم و

 تر از ارقام حساس وبه مقدار بيشتر و سريع با بيماريواكنش 

 .)Keen and Littlefield 1979(شوند واكنش سازگار توليد مي

هاي دفاعي در برابر  از مكانيسم وسيعيطيف  گياهان

هاي دفاعي  تهاجم بيمارگرها و آفات مختلف دارند. اين مكانيسم

هاي دفاعي القا شده است  شامل موانع فيزيكي، شيميايي و پاسخ

)Pieterse et al. 2001( .گياهان مورد حمله كه  هنگامي

هاي دفاعي موضعي و  گيرند، در ابتدا پاسخ بيمارگرها قرار مي

شوند. اين استراتژي  هاي دفاعي سيستميك فعال مي سپس پاسخ

هاي بيوتروف و  ها و قارچ ور ويژه نسبت به باكتريـاعي به طـدف

ها موفق عمل كرده است  ت به ويروسـچنين نسب هم

)Thomma et al. 2001(.  
ي بيمارگرها قرار هنگامي كه گياهان، مورد حمله

يابد كه ناشي از در آنها افزايش مي گيرند ميزان پروتئين مي

. زا استي عامل بيماريهاي دفاعي گياه ميزبان و حملهمكانيسم

شود، هايي كه توسط گياهان ميزبان توليد مياز بين پروتئين

وسط گياهان ميزبان در (كه ت زاييبيماريمرتبط با هاي پروتئين

شوند) مي گذاريها رمزي حشرات يا ميكروارُگانيسمپاسخ به حمله

گلوكاناز از  3و  1-ل اكسيداز و بتاوازجمله پراكسيداز، پلي فن

  .)Agrios 2005( نداهميت بيشتري برخوردار
هاي غرقابي، نور شديد، خشكي، حرارت بالا، سرما، تنش

 -هاي فيزيكيزون، تنشمانند اوهاي هوا شوري، آلوده كننده

ها باعث ايجاد انواع مختلف اكسيژن فعال مكانيكي و بيمارگر

)ROS(  مانند يون سوپراكسيد)O2
 پراكسيد هيدروژن، )-

)H2O2(  و راديكال هيدروكسيل)OH( گردندمي (Mehra et 

al. 2003; Bandyopadhyay et al. 1999).  
براي مقابله با تنش اكسيداتيو ايجاد شده يك سيستم 
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اكسيداني با كارايي بالا در گياهان وجود دارد كه  دفاعي آنتي

هاي آزاد را از بين برده يا خنثي نمايد. اين تواند راديكال مي

هاي آنزيمي و غيرآنزيمي است. سيستم دفاعي شامل سازوكار

سيد ديسموتاز هاي اين سيستم دفاعي شامل سوپراكآنزيم

)SOD( ،كاتالاز )CAT( ، آسكوربيت پراكسيداز)APX( ،
و گلوتاتيون ردوكتاز  )DHAR(دهيدرو آسكوربيت ردوكتاز 

)GR( است. سيستم غيرآنزيمي شامل آسكوربيك اسيد )ASA( ،
 Blokhin) باشدها ميو كاروتنوئيد Eويتامين، )GS( گلوتاتيون

et al. 2003; Yordanova 2004) . كاتالاز در حقيقت

ردوكتازي است كه بدون نياز به عامل احيا كننده، پراكسيد اكسيدو

 .Mittler et al) نمايدهيدروژن را به اكسيژن و آب تبديل مي

كاتالاز در ميتوكندري، سيتوسول و به طور عمده در  .(2004

با توجه به نقش . )Sairam 2001(ها وجود دارد پراكسي زوم

زيستي گياه در برهمكنش با عوامل بيماري زا در  پاسخ شيميايي و

اين مطالعه سعي بر اين شده است پاسخ هاي گياه چغندرقند آلوده 

  در ارقام مقاوم و حساس بررسي شود.  BNYVV شده به

 

  ها مواد و روش

در تغييرات  BNYVV سه جدايه به منظور بررسي اثر

كلروفيل، فنول كل و تر و خشك،  آنزيمي مرتبط با تنش ها، وزن

اين مطالعه  ،چغندرقند در ارقام مقاوم و حساس كربوهيدرات كل

  صورت گرفت. 
  

   منبع ويروس و ارقام مورد مطالعه

زرقان، دلفان (استان  BNYVVدر اين مطالعه سه جدايه 

گياهان چغندرقند كشت شده در  لرستان) و مغان با استفاده از

تشخيص و انتخاب  ELISA به كمك آزمون ،خاك مزارع آلوده

از مركز  ELISAسرم مورد استفاده در آزمون  شدند. آنتي

تهيه شد. بذر ارقام مورد  ، شيرازشناسي گياهي تحقيقات ويروس

و دو  سوكاراو  ايزابلامطالعه در اين تحقيق شامل دو رقم مقاوم 

بذر و تهيه اصلاح  مؤسسه تحقيقاتاز  شريفو  جلگهرقم حساس 

  .گرديدتهيه  چغندرقند كرج
  

  زني مكانيكي مايه

 يكهاي ظريف به نسبت ريشچه زني مكانيكيجهت مايه

له و  pH=7 با مولار 1/0ليتر بافر فسفات ميلي پنجگرم بافت در 

، سوكاراو  ايزابلا( ارقام مقاوم و حساسعصاره حاصله برروي 

كه با پودر كاربوراندوم  كشت شده در گلخانه )شريفو  جلگه

وسيله ه ب بوتهپنج  . از هر رقمگرديداستفاده گردپاشي شده بودند، 

عنوان ه هم ب هگيا پنجو  زني شدمايهبه صورت مجزا  سه جدايه

. گياهان مورد آزمايش در گياه سالم براي هر رقم انتخاب گرديد

 روز 40گراد به مدت درجه سانتي 19-30شرايط گلخانه و دماي 

 DAS-ELISAرديابي گياهان آلوده با روش  داري شدند. نگه
  .صورت گرفت

  
  سنجي زيست هايآزمايش

سنجي در سه دوره زماني يك، دو و  هاي زيستآزمايش

براي به طور جداگانه آلوده بوته  پنج از هرزني  سه هفته بعد از مايه

  تمام تيمارها صورت گرفت. 
  

  استخراج پروتئين محلول كل

گارمنديا و  پروتئين محلول كل به روش استخراج

  انجام شد. (Garmendia et al. 2004) همكاران
هاي گياه از هر هاي نيم گرمي برگنمونهبه اين منظور 

داخل هاون  (سه مرتبه با فاصله يك هفته) برداري زمان نمونه
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بافر ليتر ميلي 2سپس  شد. با استفاده از ازت مايع پودرسرد 

 4در دماي . محتويات داخل هاون گرديداضافه  به آناستخراج 

ليتري ميلي 5/1هاي و به لوله كاملاً مخلوطگراد ي سانتيدرجه

در دور  13000 سرعتدقيقه با  15به مدت ها . لولهشد منتقل

رونشين . گرديدندگراد سانتريفوژ سانتي يدرجه 4دقيقه در دماي 

و بعد از  تر تقسيمهاي كوچكبه آرامي برداشته شد، در حجم

گراد ي سانتيدرجه -80انجماد در ازت مايع به فريزر با دماي 

   منتقل شد.
  

  تعيين غلظت پروتئين

 Bradford) برافورد تعيين غلظت پروتئين به روش

انجام شد. مبناي اين روش اتصال رنگ كوماسي بريليانت  (1976

موجود در معرف اسيدي به مولكول پروتئين است كه  G250بلو 

 نانومتر 595در طول موج ميزان آن توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 

  .شودتخمين زده مي
  

  هاسنجش آنزيم

ي درجه 225ها در دماي آزمايشگاه (فعاليت آنزيم

  گيري گرديد. گراد) و با استفاده از اسپكتروفتومتر اندازهسانتي

 Aebi et) و همكارانابي  كاتالاز به روش يمآنز يتفعال

al. 1984) ،چنس و ماهلي به روش يدازپراكس(Chance and 

Maehly 1955) نانكو و اسدا  به روش يدازپراكس يتو آسكورب

(Nakano and Asada 1987) شد. از مخلوط  يريگ اندازه

به  ليترييليم 4 يووِتك يكدر  يميآنز يواكنش بدون عصاره

نانومتر استفاده  240 موجعنوان شاهد اسپكتروفتومتر در طول 

  .يدگرد

  

  ، كربوهيدارت و كلروفيلكل لواستخراج فن

 Seevera and)و دالي ااسور استخراج فنول كل به روش

Daly 1970) .انجام شد   
بايسي  به روش يدراتكربوه يزانم گيري استخراج و اندازه

و استخراج و  (Buysee and Merckx 1993) و مركيكس

 (Arnon 1949) آرنون به روش يلكلروف يزانم يريگ اندازه
   انجام شد.
  

   ELISA محاسبه غلظت ويروس با استفاده از آزمون

براي ريشه گياهان آلوده و سالم تحت  ELISA تست

تيمار بعد از هفته سوم به منظور تعيين غلظت ويروس انجام 

افزار  با استفاده از نرم ELISAهاي حاصل از  گرفت. آناليز داده

 )Ghorbani et al. 2014( )1(آستانه آلودگي =گر الايزا  تحليل
  انجام گرفت. 

  
  محاسبات آماري

 و  BNYVVآناليز واريانس براي هر رقم آلوده شده به
كنترل آن رقم و اثر ويروس و برهمكنش آنها در پارامترهاي 

 SAS 9.1 افزار از نرممختلف بيولوژي و بيوشيمايي با استفاده 
هاي آنزيمي با  پروتئين كل و فعاليت هاي صورت گرفت. داده

محاسبه شدند. در  (ANOVA) روش آناليز آماري ناپارامتري آنوا

 ،ها مشخص گرديد دار و اثر برهمكنش كه تفاوت معني صفاتي

تفاده قرار ستيمارها مورد امقايسه ميانگين آزمون دانكن جهت 

مقايسه (گياه سالم) ا نسبت به گياه كنترل نمودارهدر گرفت. 

اند و نشان دهنده ميزان توليد در تيمار نسبت به كنترل (گياه  شده

  باشد. سالم) مي
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  نتايج

  غلظت ويروس 

زني غلظت ويروس با استفاده از  در هفته سوم بعد از مايه

 جلگه دست آمد. ارقام حساسه ب )DAS-ELISA( آزمون الايزا

و  ايزابلا بيشترين غلظت ويروس را نسبت به ارقام مقاوم شريفو 

. شتكمترين غلظت ويروس را دا ايزابلاند. رقم ادد نشان  سوكارا

  ).1(شكل 

  

 
  

  (بر مبناي ميزان جذب در آزمون اليزا) سوكاراو  ايزابلادر ارقام چغندرقند جلگه، شريف،  BNYVV غلظت 1شكل 

  خشك ريشهتر و  وزن

بيشترين  سوكاراميزان وزن خشك ريشه در رقم مقاوم 

داري وجود  ارقام اختلاف معني سايرمقدار را نشان داد اما در 

بيشترين  سوكاراتر ريشه رقم مقاوم  وزن از نظر ).2(شكل  نداشت

 نشانتر ريشه را  كمترين مقدار وزن شريفمقدار و رقم حساس 

  . )2(شكل  داد
  

 
  

 سوكارا Sجلگه) و مقاوم (  Jو شريف Shدر ارقام حساس (ريشه  خشك تر و وزن يبر رو BNYVV اثر يانگينم يسهمقا 2شكل 
 ايزابلا)  Iو

0

1

2

3

4

5

Healthy
plant

Isabella Jolgeh Succara Sharif

Relative Antigen
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  سنجي هاي زيست فعاليتبررسي 

كسيداز اكسيداز و پراسه آنزيم كاتالاز، آسكوربيت پر

(شكل  را در هفته اول بعد از آلودگي داشتندفعاليت  بيشترين مقدار

 سوكاراو  ايزابلامقاوم ارقام و بيشترين  جلگهو  شريفارقام  .)3

  را نشان دادند. تغييرات را در فعاليت آنزيمي كمترين

  

 
  Jو شريف Shحساس (كسيداز در ارقام اكسيداز و پراآنزيم كاتالاز، آسكوربيت پربر روي ميزان  BNYVV مقايسه ميانگين اثر 3شكل 

  ايزابلا)  Iو سوكارا Sجلگه) و مقاوم (
  

ها به مرور زمان كاهش پيدا كرد.  ميزان كلروفيل در برگ 

زني نشان داد كه كمترين مقدار كلروفيل  در هفته سوم بعد از مايه

 دوب  سوكاراو بيشترين مقدار مربوط به رقم  جلگهمربوط به رقم 

ميزان پروتئين كل در ارقام مقاوم و حساس در هفته . )4(شكل 

 سوكاراهرچند كه رقم  ،زني كاهش پيدا كرده است سوم بعد از مايه

ساير ارقام نشان  داري نسبت به بيشترين مقدار را با اختلاف معني
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  ). 4د (شكل اد 

دهد ميزان كربوهيدارت در گذر زمان در  نتايج نشان مي

 سوكاراارقام مقاوم و حساس افزايش پيدا كرده است. رقم 

بيشترين ميزان كربوهيدارت را در هفته سوم بعد از مايه زني نشان 

  دهد.  مي

زني  در هفته اول بعد از مايه ايزابلاو  سوكارادو رقم مقاوم 

توليد كرده  در مقايسه با ارقام حساس بيشترين مقدار فنول كل را

  بودند. 
  
  

  

 
   جلگه)  Jو شريف Shارقام حساس (در  ، پروتئين، كربوهيدرات و فنولبر روي ميزان كلروفيل BNYVV مقايسه ميانگين اثر 4شكل 

  ايزابلا)  Iو سوكارا Sو مقاوم (
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 بحث

 سوكاراتر و خشك ارقام با هم نشان داد رقم   مقايسه وزن

 BNYVVبا كمترين تغيير تحمل بيشتري در مقابل آلودگي به 
تر و خشك  با كاهش بيشتر در وزن شريفدارد. از طرف ديگر رقم 

  حساسيت بيشتري به ويروس دارد.كه ريشه نشان داد 

اكسيداني ارقام در پاسخ به آلودگي به  نتايج فعاليت آنتي

BNYVV هاي وابسته به استرس در  نشان داد كه توليد آنزيم

و  جلگههفته اول بعد از آلودگي افزايش مي يابد. ارقام حساس (

آلودگي  اكسيداني را در پاسخ به اليت آنتي) بيشترين فعشريف

ميزان انرژي بيشتري را در  اين ارقام ،در نتيجه .نشان دادند

مطالعات بر روي گياه خيار كنند.  برهمكنش با ويروس مصرف مي

 )Cucumber Mosaic Virus( آلوده به ويروس موزائيك خيار
نشان داد كه آنزيم پروكسيداز در سه روز اول بعد از آلودگي 

 .Riedle-Bauer et al) دهد بيشترين فعاليت را از خود نشان مي

در  BNYVV اكسيداني به در اين مطالعه پاسخ آنتي. (1998

هاي دوم و سوم بعد از آلودگي كاهش يافت كه نشان دهنده  هفته

ها در مرحله اوليه آلودگي در پاسخ گياه چغندرقند  نقش اين آنزيم

انگور آلوده به  ها در اكسيدانت باشد. مطالعه آنتي س ميبه ويرو

نيز  )Grapevine Fanleaf Virus( ويروس برگ بادبزني مو

ها در مراحل اول آلودگي به  نشان داد كه فعاليت اين گروه از آنزيم

ارقام  .)Sgherri et al. 2013( دخود مي رسبيشترين مقدار 

 رااكسيداتيو  ) بيشترين ميزان فعاليت آنتيشريفو  جلگهحساس (

 در مقايسه با ارقام مقاوم از خود نشان دادند كه اين نتيجه نشان
ها  ست كه مقاومت اين ارقام به فعاليت اين آنزيما اين هدهند

به ها و يا  مكانيسم مقاومت وابسته به ژن ارتباط ندارد و احتمالاً

اكسيداتيو  هاي آنتي باشد كه مستقل از فعاليت آنزيم ي مييمسيرها

حساس به سميت بور جو باشند. نتايج مطالعه بر روي ارقام  مي

در ديسموتاز  كاتالاز و سوپراكسيدهاي  آنزيمنشان داد كه فعاليت 

پاسخ خصوص مطالعه در اين نتايج كه ارقام حساس بيشتر است 

 كند مي ييدأترا  ويروس آنزيمي گياه چغندرقند به استرس
(Karabal et al. 2003).  

هاي گياهي آلوده  توليد و تجمع تركيبات فنولي در بافت

ميزبان -ها در چندين مطالعه برهمكنش پاتوژنبيمارگرشده به 

)and  Nicholson استقرار گرفته  دمورد تايي

4). 201et al Bueno-PérezHammerschmidt 1992; . 
در دفاع اين تركيبات فنولي به عنوان سطوح فيزيكي و شيميايي 

در اين مطالعه ميزان پاسخ به عوامل بيماري ايجاد مي گردد. 

فنول كل در تمامي ارقام مقاوم و حساس در پاسخ به ويروس 

افزايش يافت. بيشترين ميزان توليد تركيبات فنولي در هفته اول 

عبارتي ديگر توليد تركيبات به  .بعد از آلودگي مشاهده گرديد

 فنولي با مسيرهاي مقاومتي كه در مرحله اول آلودگي به
BNYVV افزايش تركيبات فنولي استمرتبط  ،باشند فعال مي .

هاي  تواند سبب افزايش راندمان فعاليت در مراحل اوليه آلودگي مي

ارقام  .)Sgherri et al. 2013( اكسيدانت گردد سيستم آنتي

مقاوم ببيشترين ميزان توليد تركيبات فنولي را در مقايسه با ارقام 

حساس نشان دادند كه اين نكته نشان دهنده فعال بودن مكانيسم 

مقاومت و مسيرهاي مقاومتي در مقابل آلودگي حاصل 

   باشند. مي  BNYVVاز
رساني در زمان  ها ممكن است سبب پيام كربوهيدارت

 .Herbers et al) دندزا گر عوامل بيماريگي گياهان به آلود

ميزان  BNYVV در زمان آلودگي گياه چغندرقند به .(2000

(رقم مقاوم) بيشترين  ايزابلاها افزايش يافت. رقم  كربوهيدارت

نشان داد.  هفته اول و دوم بعد از آلودگي  مقدار كربوهيدارت را در

تواند نشان دهنده اين موضوع باشد كه مقاومت رقم  اين نتيجه مي
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ي مرتبط است كه به مصرف كربوهيدارت يمقاوم به مسيرها

دهند. در  تري را به آلودگي نشان مي وابسته هستند و پاسخ سريع

  yسيب زميني آلوده به ويروسيك مطالعه مشابه بر روي 

)Potato virus YN(  روز مشخص شد كه ميزان قندها در چهار

  .(Herbers et al. 2000) يابد اول بعد از آلودگي افزايش مي

 Turnip) خردل آلوده بهميزان كلروفيل در گياه 

Mosaic Virus)  بعد از دو هفته در مقايسه با گياه كنترل به

 باشد مي كنونينتايج مشابه با مطالعه  اين شدت كاهش يافت كه
)Guo et al. 2005(. گروه رقام مقاوم و  در اين مطالعه هر دو

حساس كاهش شديد كلروفيل را در مقايسه با گياه كنترل نشان 

ها  در گياه چغندرقند سبب نكروز شدن رگبرگ BNYVV دادند.

ها در مدت سه هفته بعد از آلودگي  شود اما نكروز كامل رگبرگ مي

در سرايط گلخانه مشاهده نگرديد. ميزان پروتئين كل در همه 

بعد از آلودگي افزايش پيدا كرد. اين احتمال وجود  ارقام چغندرقند

دارد كه مقاومت ارقام مقاوم وابسته به توليد پروتئين كل باشد به 

كه ميزان پروتئين كل در ارقام مقاوم بيشتر توليد گرديد.  دليل اين

هاي مرتبط با  پروتئين بنابراين ممكن است ارقام مقاوم با توليد

ويروس را در گياه كاهش دهند. مقدار بيشتر زايي  اريمقاومت بيم

تر بودن  ها در هفته اول بعد از آلودگي نشان دهنده فعال پروتئين

د. به ـباش زايي مي اريـن سيستم مقاومت در مراحل اوليه ببيمـاي

وع و مسيرهاي مقاومت ـررسي بيشتر و آشكار شدن نـور بـمنظ

 انـزان بيـمي ديـهاي بع قــكه در تحقي ودــش ميهاد ـپيشن
PR-proteins زايي و يا با  هاي مرتبط با بيماري يا پروتئين

مسيرهاي فعال در ارقام مقاوم و  RNA-Seq استفاده از تكنيك

    .گرددمشخص  BNYVV حساس در پاسخ به
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