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  چكيده

از مزارع چغندرقنـد اسـتان خراسـان رضـوي،      1392در سال ) Beet yellow virus, BYV(به منظور شناسايي و بررسي مولكولي ويروس زردي چغندرقند  
خيم و شكننده شدن شامل زردي، رگبرگ روشني، كوتولگي، ضاين علائم . آوري شد نمونه برگي دراي علائم از مزراع عمده اين محصول در اين استان، جمع 48تعداد 

در اين آزمون با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي طراحـي شـده،      . مورد بررسي قرار گرفتند RT-PCRون مولكولي آوري شده توسط آزم هاي جمع نمونه. برگ بود
هاي آلوده، نشان از آلـودگي بـه ويـروس مـذكور را در      وجود اين ناحيه تكثير شده در نمونه. ن پوششي ويروس تكثير گرديدروتئيمربوط به پ bp615 اي به طول  قطعه

دست آمده بـا   هنتيجه تعيين توالي و مقايسه توالي ب. از ژل استخراج و تعيين توالي گرديد) S-J(اي از سبزوار  قطعة تكثير شده مربوط به جدايه. ده داردمناطق بررسي ش
درصد شباهت بـا   85-94ه داراي نتايج نشان داد كه جدايه تعيين توالي شد. مورد آناليز قرار گرفت DNAMAN7هاي موجود در بانك ژن به وسيله نرم افزار  جدايه
اي از  جدايـه ، بـا  )درصـد  59/90(و آمينـو اسـيدي   ) درصد79/94(ترين درصد تشابه جدايه مورد بررسي در سطح نوكلئوتيدي  بيش. هاي موجود در بانك ژن است جدايه

  .شد انجام MEGA5.2هاي فيلوژنتيكي به كمك نرم افزار  بررسي. بود) X73476شماره دسترسي (اوكراين 
  

  ويروس زردي، چغندرقند، خراسان رضوي، ايران: كليدي  هايواژه
 

   مقدمه
1
   

 ، تقريبـاً )Beet yellows virus, BYV(ويروس زردي چغندرقند 
ايـن  ). 20(در تمامي نقاط كشت اين محصول در دنيا گسـترده اسـت   

به عنوان يك بيمـاري ويروسـي شـناخته شـد      1940ويروس در سال 
هاي ويروسي بسـته بـه رقـم گيـاه      ز اين بيماريناشي اخسارت  ).26(

  ).20و  2(درصد متغير است  60تا  47ميزبان و زمان الودگي بين 
BYV   ــنس ــپ جــ ــه تيــ ــانواده  Closterovirusگونــ از خــ

Closteroviridae و مانند ساير اعضاي اين خانواده محـدود   باشد مي
بل ارتجاع بـوده و  هاي ويروس، نخي و قا پيكره). 7(به آوند آبكش اند 

). 14 و 2(نـانومتر قطـر دارد    10نـانومتر طـول و    1250-1450حدود 
اي تـو   ها داراي زير واحدهايي است كه در اطـراف هالـه   ساختار پيكره

 5/8داراي  و )21(اند  نانومتر مرتب شده 3-4/3خالي به فواصل حدود 
  ).9(باشد  زير واحد در هر مارپيچ مي

اي مثبـت بـه    تـك رشـته  . ا. ان. ز نوع آراسيد نوكلئيك ويروس ا
درصد از كل وزن ويـروس را   5-6كيلو باز است كه حدود  5/14طول 

باشد  مي (ORF)داراي نه چارچوب ژني  BYVژنوم . دهد تشكيل مي
                                                            

و استادياران  ارشد بيماري شناسي گياهي به ترتيب دانشجوي كارشناسي -3و  2، 1
   گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  )Email: Mohadese.gerami@yahoo.com :نويسنده مسئول-(*

ــي  ORF1a). 14و 6( ــل    295پروتئين ــت متي ــا ماهي ــوني، ب كيلودالت
ل ژنـومي  تـرين محصـو   كند كه بزرگ تراسفرازي و هليكازي توليد مي

 -ORF1b ،RNA-dependent RNA). 11و 10(اين ويروس است 

Polymerase كنـد   كيلودالتوني است را كد مي 53ئين را كه يك پروت
)4 .(ORF2  كيلودالتوني را بر عهـده دارد   4/6ويروس توليد پروتئيني

پلـي  ). 6(كه در حركت سلول به سـلول ويـروس در گيـاه نقـش دارد     
در اثــر فعاليــت يــك   ORF1bو  ORF1aن پــروتئين ناشــي از بيــا

 13(شود  هاي عملكردي شكسته مي پروتئوليتيك ناشناخته به پروتئين
 65را كـه   HSP 70هـاي   اولين عضو خانواده پـروتئين  ORF3). 17و

ــرده و محصــول    ــد ك ــوني اســت تولي ــي  ORF4كيلودالت  64پروتئين
و  ORF5. دارد HSP 90كيلودالتوني است كه شبيه به توالي پروتئين 

ORF6 و  22كنند كه به ترتيـب   پوشش پروتئيني ويروس را توليد مي
كيلودالتون وزن داشته و در حركت سلول به سلول ويـروس و نيـز    24

و  ORF7). 10(در مونتاژ ذره ويروس نقش ضروري بـر عهـده دارنـد    
ORF8 كنند كه شبيه بـه   كيلودالتوني توليد مي 21و  20هايي  پروتئين

كيلودالتوني در حركـت   20هستند و پروتئين CTV مولوگ پروتئين ه
كيلودالتوني به عنوان بازدارنده خاموشـي ژن   21سيستميك و پروتئين 

در ساختار پيكره ويـروس هـيچ گونـه ليپيـد يـا      ). 6و  4(كند  عمل مي
  ).19(كربوهيدراتي گزارش نشده است 

د زايـي شـدي   هايي كـه بيمـاري   در جدايهBYV با اين حال علائم

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
 55-59 .ص ،1394 بهار، 1شماره ،29جلد
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هـاي   شفاف شدن رگبرگ يا زرد شدن رگبـرگ در بـرگ  شامل دارند، 
شفاف شدن رگبـرگ ممكـن اسـت زرد    . باشد هاي آلوده مي جوان بوته

هـاي ثـانوي و    رگبـرگ . خيلي روشن يا ظاهري نكروتيك داشته باشد
. دهنـد  فرو رفته و علامت سياه شدگي را نشان مي ها غالباً مياني برگ

هـاي بيمـار شـده در تشـكيل      ا در بـرگ ه ـ بافت مربـوط بـه رگبـرگ   
د ولــي مزوفيــل بــه طــور قابــل هــا نقشــي ندارنــ برجســتگي رگبــرگ

  ). 16و 15، 14(شود  اي ضخيم مي ملاحظه
. گستردگي دامنه ميزباني ويروس زردي چغندرقند متوسـط اسـت  

ها را آلـوده   اي گونه از دولپه 121خانواده و  15 هاي گرچه حداقل، گونه
هـــاي ايـــن ويـــروس در  لـــي اكثـــر ميزبـــان، و)18(كننـــد  مـــي
و  Chenopodiaceae ،Aizoaceae ،Amarantaceaeهـاي  خانواده

Caryophyllaceae  11و 6(قرار دارند.(  
شـود ولـي    گونه شته منتقل مـي  22چه ويروس حداقل توسط گر 

) Aphis fabae(و شته سياه باقلا ) Myzus persicae(شته سبز هلو 
انتقـال بـه   . س عامل زردي چغندرقند هسـتند ترين ناقلين ويرو از مهم

روز نگـه   1-4طريق نيمه پايـا بـوده و نـاقلين ويـروس را بـه مـدت       
تاكنون نشانه اي دال بر دوره نهفتگي مشـاهده نشـده    ).24(دارند  مي

ناقلين ويروس عامل زردي چغندرقنـد را بـه نتـاج خـود منتقـل      . است
ويـروس بـه   . شوند مي كنند و بعد از تعويض جلد عاري از ويروس نمي
ايـن ويـروس   ). 12(شـود   هاي مكانيكي به سـختي منتقـل مـي    روش

توانايي انتقال از طريق پيوند را نيز داراست اما هيچ گزارشي مبنـي بـر   
  ).22(انتقال از طريق بذر و دانه گرده وجود ندارد 

 كرمانشاه، اراك، هاي چغندركاري در ويروسي زردي بيماري وجود
 1361 سال در ايزدپناه. است رسيده اثبات به همدان و قزوين بروجرد،

 1379 سـال  در. نمود مشاهده فارس مزارع از بعضي در را بيماري اين
 اسـتان  شـمالي  نـواحي  در را ويـروس  اين به چغندرقند مزارع آلودگي
 آزمون وسيله به ويروس اين حضور و گرفت قرار بررسي مورد خراسان

  ).5 و4 ،3( شد تاييد سرولوژيكي
هاي مختلفي كـه بـراي شناسـايي و بررسـي ايـن       در ميان روش

داراي دقـت بـالا    RT-PCRهاي مبتني بر  ويروس وجود دارد، روش
بوده و مدت زماني است كه بـه عنـوان روش پايـه در شناسـايي ايـن      

لـذا در ايـن تحقيـق بـراي     ) 23(گيـرد   ويروس مورد استفاده قرار مـي 
  .زمون بهره برده شدشناسايي ويروس مربوطه از اين آ

هكتـار مسـاحت زيـر     22968استان خراسان رضوي با دارا بودن 
تن محصول بعـد از اسـتان آذربايجـان غربـي      869161كشت و توليد 

اين اسـتان تـا سـال    . ترين توليد كننده چغندر قند در ايران است بزرگ
رو  از ايـن ). 4(رتبه نخست توليد چغندرقند در كشور را دارا بـود   1386

كه استان خراسان رضوي در حال حاضر دومين توليدكننده  نظر به اين
هاي مهم خسـارتزا در   از ويروس BYVو ) 1(چغندرقند در كشور بوده 

كـه تـاكنون در ايـن اسـتان      و با توجه بـا ايـن  ) 23(باشد  اين گياه مي
تحقيق جامعي بروي اين ويروس انجام نشده بود بـا هـدف شناسـايي    

 .استان اقدام به انجام اين تحقيق گرفته شد اين ويروس در اين
  

  ها مواد و روش
  برداري نمونه

نمونـه از مـزارع چغنـدر     48تعداد  1392طي بهار و تابستان سال 
قند استان خراسان رضوي شامل فريمـان، سـبزوار، نيشـابور، قوچـان،     

داراي علائم شـبه   نمونه. حيدريه و گناباد نمونه برداري انجام شد تربت
هـا   زردي، ضخيم و شكننده شدن برگ ،سي مانند رگبرگ روشنيويرو

آوري، بـر روي   جمعها بودند كه پس از  و نقاط نكروتيك بر روي برگ
گـراد   درجه سانتي 4تا زمان آزمايش در  يخ به آزمايشگاه منتقل شده و

  .وارد آزمون مولكولي گردند نگهداري شدند تا مستقيماً
  

  پي سي آر -تي كل و آر. ا. ان. استخراج آر
بـراي  . انجام شد) 8(به روش ژانگ و همكاران . ا. ان. استخراج آر

ــل   ــته مكم ــنتز رش ــايي  ) cDNA(س ــم نه ــر، 20در حج  3ميكروليت
ميكروليتـر از آغـازگر    2كل اسـتخراج شـده بـا    . ا. ان. ميكروليتر از آر

ميكروليتر آب ديونيزه مخلـوط و   5/8و ) 1جدول (اختصاصي معكوس 
 2سپس . دقيقه قرار داده شد10درجه به مدت  60دردماي ميكروتيوب 

ــوط  ــر مخل ــافر  dNTPs ،4ميكروليت ــر ب  5/0واكــنش و  x5ميكروليت
 Fermentase Reverse (ميكروليتر آنـزيم نسـخه بـردار معكـوس     

Transcriptase ( 60به مخلوط اضافه گرديده و ميكروتيوب به مدت 
  ).25(گرفت درجه ترموسايكلر قرار  42دقيقه در دماي 

ليمراز با استفاده از آغازگرهـاي طراحـي شـده    اي پ واكنش زنجيره
، براي تكثير )1جدول ( BYV-Rو آغازگر معكوس  BYV-Fمستقيم 

ميكروليتر  25حجم نهايي اين واكنش . ژن پروتئين پوششي انجام شد
ــامل  ــر از  4ش ــازگر،   cDNA ،1ميكروليت ــر آغ ــر از ه  5/2ميكروليت

) ميلــي مــولار 50(ميكروليتــر  PCR buffer ،75/1 ×10ميكروليتــر
MgCl2 ،5/0  ميكروليتر مخلوطdNTPs  واحـد   5(ميكروليتر 25/0و

متعلق بـه شـركت پـارس     Taq DNA Polymerase) در ميكرو ليتر
اي پليمراز شامل يك چرخـه   پروفايل دمايي واكنش زنجيره. بودتوس 

 95چرخه شـامل   30دقيقه و  3به مدت گراد  درجه سانتي 95در دماي 
 57ثانيـه در مرحلـه واسرشـت سـازي،      30به مـدت  گراد  درجه سانتي
 60به مـدت  گراد  درجه سانتي 72ثانيه و  45به مدت گراد  درجه سانتي

دقيقه بـا  10به مدت گراد  درجه سانتي 72ثانيه و در نهايت يك سيكل 
 .انجام گرديد) آلمان-بيومترا(استفاده از ترموسايكلر 
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  RT_PCRدر واكنش  BYVپرايمرهاي اختصاصي  -1جدول 

  شماره دسترسي جدايه  محل اتصال طول توالي  نام پرايمر
BYV_F  5'-ATGGGATCAGCTGAACCTAT-3' 20 13659-13640  X73476 

BYV_R  5'-TCATCTCCCGGTGCCTAGAC-3' 20 14254-14235  X73476  
 

ــارز  PCRمحصــول  ــاوي  1در ژل آگ ــر از  2درصــد ح ميكروليت
Green viwer     الكتروفورز و در نهايـت در دسـتگاه ژل داك شـركت

GenaFlash )هاي مثبـت   در ميان نمونه. عكس برداري شد )اوكراين
 PCRآن بـا   PCRنمونه سبزوار به عنوان نماينده انتخاب و محصول 

purification kit (Qiagen- Germany) سازي شده، جهـت   خالص
  . ارسال شد) ره جنوبيك(تعيين ترادف به شركت ماكروژن 

سازي چندگانه توالي چـارچوب ژنـي پـروتئين پوششـي      هم رديف
هاي موجـود در بانـك    سبزوار با توالي ناحيه متناظر ساير جدايه جدايه

. انجـام شـد   DNAMAN-7و  Clustalw2ژن به وسيله نـرم افـزار   
و بـر اسـاس روش    MEGA 5درخت فيلوژنتيكي به وسيله نرم افـزار 

Neighbour-joining   بار تكرار رسم شد 1000با . 
  

  نتايج و بحث
  پي سي آر -واكنش آر تي

پي سي آر با استفاده از آغازگرهاي اختصاصـي   –در واكنش آرتي
جفـت بـاز در    615اي بـه طـول    پروتئين پوششي قطعه چارچوب ژني

تكثير شد، در حالي كه در نمونه گياه سـالم   BYVهاي آلوده به  نمونه
سازي پروتئين پوششي ويـروس  همانند .هيچ گونه باندي مشاهده نشد

تاييد كننده آلودگي مـزارع چغندرقنـد بـه     پي سي آر –در آزمون آرتي 
هـاي   هاي مربوط به شهرستان نمونه. باشد ويروس زردي چغندرقند مي

، سبزوار و چنـاران آلـودگي را   ، فريمان)منطقه جلگه رخ(تربت حيدريه 

آوري شده از گنابـاد و قوچـان    هاي جمع نشان دادند در حالي كه نمونه
در ). 1شـكل  (فاقد آلودگي در آزمون مولكـولي تشـخيص داده شـدند    

تكثير و مشاهده شد،  bp 615ها قطعه  هاي آلوده كه در آن ميان نمونه
نيز تعيين جايگاه نمونه سبزوار جهت تعيين صحت قطعه تكثير شده و 

هاي ثبت شده در بانـك ژن   فيلوژنتيكي اين جدايه در مقايسه با جدايه
ه و سـپس در  تعيـين تـوالي شـد    )كره جنوبي(توسط شركت ماكروژن 

  .ثبت گرديد HX2000037145بانك جهاني با شماره دسترسي 
و سـاير  ) S-J) (سبزوار(خراسان رضوي  درصد شباهات بين جدايه

د در بانك ژن در دو سطح نوكلئوتيدي و آمينواسيدي هاي موجو جدايه
 .آورده شده است 2در جدول 

بانك ژن نشـان  نتيجه تعيين توالي و مقايسه توالي بدست آمده با 
توالي كامل ژن  RT-PCRسازي شده در واكنش داد كه قطعه همانند

سـازي  قطعـه همانند . زردي چغندرقند اسـت  پروتئين پوششي ويروس
و ) درصـد  79/94(ترين شباهت در سطح نوكلئوتيدي  شده داراي بيش

بوده و ) X73476(اي از اوكراين  با جدايه) درصد 59/90(مينواسيدي آ
و آمينواسـيدي  ) درصـد  85/85(ترين شباهت در سطح نوكلئوتيدي  كم

جا  از آن .باشد مي) AF056575(اي از آمريكا  با جدايه) درصد 67/82(
، )25(باشـد   مـي ) اصفهان(ق به ايران متعل) IFFJ711759(كه جدايه 

در هـر دو سـطح   ) S-J(لذا بديهي است كه جدايـه خراسـان رضـوي    
ليكن در مقيـاس جهـاني   . آمينواسيدي و نوكلئوتيدي به آن شبيه باشد

 .جدايه مورد بررسي ما به جدايه اوكراين شباهت دارد

  

  
،  (Fermentas, Cat No SM: 0321)ماركر BYV .Mهاي آلوده به  در نمونه bp 615 هبه انداز ORF CPقطعه تكثير شده مربوط به  - 1شكل

  ).5(و قوچان ) 4(هاي گناباد   و عدم وجود آن در نمونه) 6(و سبزوار ) 3(، فريمان )2(، تربت حيدريه )1(هاي آلوده چناران  حضور باند در نمونه
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اعداد بلاي قطر . (هاي موجود در ژن بانك با جدايه) S-J) (سبزوار(ايه خراسان رضوي درصد شباهت نوكلئوتيدي و آمينواسيدي جد -2جدول 
 ).دهد شباهت آمينواسيدي و اعداد پايين قطر شباهت نوكلئوتيدي را بر حسب درصد نشان مي

S-J- 
HX2000037145  Gr-X73475  Cal-AF056575  USA-AF190581  UK-X73476  IF-FJ711759  يهنام وشماره دسترسي جدا  

21/90  88/93  84/91 84/91 45/97  100 IF-fJ71175  
59/90  61/94  65/92 65/92 100  19/99 UK-X7347  
17/83  04/98  02/99 100 48/50  37/87 USA-AF190581  
67/82  04/98  100 83/99 46/50  31/87 Cal-AF056575  
65/84  100  99/96 29/97 23/87  18/87 Gr-X73475  

100 85/85  85/85 85/85 79/94  26/95 S-J 

  

  
و  Neighbour joiningبه روش  BYVويروس  CPو توالي نوكلئوتيدي ژن  MEGA5رسم شده بر اساس نرم افزار  درخت فيلوژنتيكي - 2شكل
جدايه (Gr، )جدايه اوكراين(UK، )نجدايه اصفها(IF،)جدايه روسيه(RU . شماره دسترسي هر جدايه در مقابل آن نوشته شده است. تكرار 1000
به عنوان  BWYV-EU636991جدايه مورد بررسي با رنگ خاكستري مشخص شده و .است) جدايه كاليفرنيا(Calو ) جدايه آمريكا(USA، )آلمان

Out Group استفاده شده است. 

  
جدايه خراسان بـه همـراه   ) 2شكل (بر اساس درخت فيلوژنتيكي  

در يك زير گروه قرار دارنـد  ) IF(FJ711759) )25ديگر جدايه ايراني 
ايـن امـر   . گيرنـد  و به همراه جدايه اوكراين در يك گروه واحد قرار مي

رابت ها تا حد زيادي وابسته به ق ست كه شباهت بين جدايهبيانگر آن ا

هاي تعيين توالي شده در  جا كه تعداد جدايه البته از آن. جغرافيايي است
رود بـا   يحصر به نقاط خاصي هستند، لذا اميد مسطح دنيا محدود و من

هاي اين ويروس در ديگر نقـاط دنيـا در    شناسايي و تعيين توالي جدايه
 .ها بهتر نتيجه گيري كرد مورد روابط فيلوژنتيكي آن
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