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Introduction 

Beet curly top disease is one of the most important sugar beet viral diseases. Numbers of viruses in the family 
Geminiviridae, including Beet Curly Top Iran Virus (BCTIrV), Beet Curly Top Virus (BCTV), and Turnip Curly 
Top Virus (TCTV) have generated curly top symptoms in sugar beet. BCTIrV belongs to the genus Becurtovirus, 
but BCTV and TCTV put in Curtovirus and Turncurtovirus genera, respectively. BCTIrV is known as the most 
prevalent causal agent of curly top disease in Iran. It has circular single-stranded DNA genomes with 2.8–3.2 kb 
nucleotides length. The genome encapsidate in quasiicosahedral twinned particle with 22 nm diameters. BCTIrV 
is transmitted by Circulifer Haematoceps leafhopper naturally. Non-uniform transmission and time-consuming 
process of reproduction of a virus-free population of the leafhopper make experimental transmission of BCTIrV 
troublous. Generation of an infectious clone is another strategy for efficient inoculation of BCTIrV to host 
without dependency on its natural insect vector. The aim of this study is comparison of pathogenicity of two 
infectious clones of BCTIrV (1.1 and 1.4 mer constructs) in several hosts and optimization of criteria for 
efficient reproduction of the vector for transmission of the virus. 

Material and Method 

The complete genome of BCTIrV was cloned in pBlueScript II SK (+) previously. Plasmid extraction from 
the bacterial cells was carried out using plasmid extraction procedure described by Kotchoni et. al. (24). The 1.4 
and 1.1 BCTIrV infectious clones were made by joining 1029 and 308 kb fragments respectively to a unit length 
of BCTIrV genome. The infectious clones were agroinoculated to seedling s of sugar beet. DNA extraction from 
newly grown leaves of agroinoculated plants was performed using CTAB. Polymerase chain reaction (PCR) 
using specific primer pair for BCTIrV coat protein gene (CP) was carried out to identify infectivity of the 
constructs. To optimize the reproduction of Circulifer hematoceps in greenhouse conditions, Beta vulgaris, 
Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana glutinosa, Sesamum indicum and Amaranthus retroflexus 

plants were used as hosts. To determine rate of reproduction of C. Hematoceps in greenhouse conditions, firstly 

optimum temperature for the leafhopper reproduction was determined, then C. Hematoceps population was 

counted at optimum temperature in 21, 45, and 60 days after release. In transmission test, an adult C. 
Hematoceps was used to transmit BCTIrV to sugar beet seedling.  

Result 

Sequencing data and RFLP pattern using EcoRI/XhoI restriction endonuclease were confirmed integrity of 
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the 1.4 and 1.1 constructs. Four weeks after inoculation, BCTIrV was identified in newly grown leaves of sugar 
beet seedlings using PCR. Eight weeks after inoculation yellowing and leaf curling symptoms were generated on 
infected plants. Circulifer hematoceps was successfully reproduced on B. vulgaris, S. indicum and A. retroflexus 
in greenhouse. Moreover, S. lycopersicum, C. annuum, N. glutinosa were not suitable hosts for the leafhopper 
reproduction. The maximum, minimum, and optimum of daily temperature required for C. hematoceps 

reproduction was 34C, 18C and 29C, respectively in a period of 45 days after the leafhopper release. Also, the 
best fitted host for C. hematoceps multiplication was A. retroflexus, however, BCTIrV was not infective in this 
plant. BCTIrV was successfully transmitted from pG-BCTIrV 1.4 and pG-BCTIrV 1.1 agroinoculated B. 
vulgaris plants to healthy sugar beet using C. hematoceps. Fifth weeks after the leafhopper feeding systemic 
symptoms of the virus were developed. 

Discussion 

The curly top is a destructive disease of sugar beet which is a threat to sugar beet production. Previously, 
several BCTIrV infectious clones with different lengths were made by other researchers. The pG-BCTIrV 1.4 is 
similar to constructs of previous studies. In this study, pG-BCTIrV 1.1 that is the smallest infectious construct of 
BCTIrV with a length of 3153 nucleotides, is successfully constructed for the first time. The 1.1 mer infectious 
clone will provide a facility for induction of point mutation in the BCTIrV genome to identify the role of genetic 
elements in virus pathogenicity via reverse genetic approach. The results indicated no significant difference in 
infection efficiency, symptoms severity, and vector transmission rate between pG-BCTIrV 1.4 and pG-BCTIrV 
1.1 constructs. Forth weeks after inoculation symptoms were observed in B. vulgaris plants that vector 
transmission by pG-BCTIrV 1.4 and pG-BCTIrV 1.1, but Taheri et. al. (2012) represented symptoms appearance 
at two weeks post inoculation. This discrepancy may cause by differences in host susceptibility, virulence of the 
virus, or environmental conditions. The results revealed that, the preferential host for C. haematoceps 
multiplication was A. retroflexus in greenhouse conditions. The population of C. haematoceps increased up to 
11.1-fold on this plant in 45 days. In the current study, infectivity of BCTIrV in A. retroflexus not identified 
either using agroinoculation or vector transmission, but Jahanbin et. al. (2015) represented BCTIrV infection in 
20 % of agroinoculated A. retroflexus plants. 
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 چکیده

هاای مخلفاخ ناانوا      باشد. چندین گونه ویروس از جنسهای ویروسی چغندرقند مین بیماریتریبیماری پیچیدگی برگ چغندرقند یکی از مخرب
ترین عامل ( شایعBCTIV -Beet Curly Top Iran Virusویرید  عامل ایجا  این بیماری هسلند. ویروس ایرانی پیچیدگی برگ چغندرقند )جمینی

کیفو باز است. ناقل طبیعای ایان ویاروس     2/3تا  8/2ان آ تک لای حفقوی بطول تقریبی  یک قطعه  ی BCTIVباشد. ژنوم این بیماری  ر ایران می
است. با توجه به مشکلات تکثیر و انلقال ویروس با ناقل  ر گفخانه  ر این تحقیا  بیمااری زایای  و همساانه      Circulifer haematocepsزنجرک 
ساازی شاد  اسات. باه ایان من اور       ط لازم برای تکثیر ناقال و انلقاال ویاروس بهیناه    زای ویروس با یکدیگر مقایسه شد  است. همچنین شرایعفونت
زنی شدند. جهت تکثیر های چغندرقند مایهزنی با اگروباکلریوم به گیاهچهسانله شد و به روش مایه BCTIVمر از  1/1و  4/1زای های عفونتهمسانه

انی و میزبان ترجیحی انجام شد. سپس آزمون انلقال با ناقل طبیعی ویروس نیز انجام شاد.  های  مایی و زمهای زنجرک ناقل آزمونو نگهداری جمعیت
های چغندرقند بیماریزا هسلند و علائم بیماری مانند زر ی و پیچیدگی از هفله چهارم پس از زماان  های سانله شد   ر گیاهچهنلایج نشان  ا  که ساز 

کند.  مای بهینه روزانه برای تکثیر زنجرک زای کارآمد مطالعه بیولوژی ویروس را تسهیل میهای عفونتهمسانهزنی با ناقل طبیعی ایجا  شد. تولید مایه
ها باو . میزباان   روز پس از اسلقرار زنجرک 44گرا  تعیین شد و مدت زمان لازم برای تولید هر نسل سانلی 18و  34و  مای بیشینه و کمینه بلرتیب  22

برابار ازازایی یازات.     1/11( تعیین شد و جمعیت حشر  بر روی این گیا  تاا  Amaranthus retroflexusاج نروس وحشی )ترجیحی زنجرک گیا  ت
 را به گیاهان سالم انلقال  ا ند. BCTIVهای تکثیر شد  پس از تغذیه از چغندر قند آلو  ، زنجرک

 

 زاپیچیدگی برگ چغندرقند، همسانه عفونت، ویروس Circulifer Haematocepsتاج نروس، زنجرک  کلیدی: هایواژه

 

  2 1 مقدمه

 ی ان ای  ژناوم  های گیااهی باا  گروهی از ویروسها جمینی ویروس
هاای  پیکار   کیفو باز و 2/3تا  8/2ی بطول حفقو (ssDNAتک لای )

کاه  ( King et al., 2012هسالند )  ناانوملر  33تا تا 22 به ابعا   وقفو
 ;Chasan, 1995کننااد )همانندسااازی ماای غفلااان ر یاا اروش هباا

Gutierrez, 2000 .) 
 Beet) چغندرقناد  تاا  یکرل ای چغندرقند برگ یدگیچیپ یماریب

                                                           
گرو   و  اتشیاران شناسی گیاهیجوی  کلری رشله بیماری انشترتیب به -3و  2، 1

 پزشکی،  انشکد  کشاورزی،  انشگا  زر وسی مشهد، مشهد، ایرانگیا 
 (Email: zakiaghl@um.ac.ir                   :       نویسند  مسئول -*)

DOI: 10.22067/JPP.2021.68238.1006 

curly top disease) یروساایو یهااایماااریب نیمهملاار از یکاای 
هاای  ب نقصان تولید و کاهی عیار قند  ر غاد  بو   که سب چغندرقند

 ;Naqvi, 2004; Strausbaugh et al., 2007شاو  ) چغندرقند مای 

Whitney and Duffus, 1986) .  چغندرقناد بیماری پیچیدگی بارگ 
 Beetشامل  Geminiviridae مخلففی از نانوا  های توسط ویروس

Curly Top Virus ؛Beet Curly Top Iran Virus  وTurnip 

Curly Top Virus شاو  ) مای  جا یاBaliji et al., 2004; Bolok-

Yazdi et al., 2008; Briddon et al., 1998; Kamali et al., 
2016; Loconsole et al., 2012; Stanley et al., 2005; 

Varsani et al., 2014.) 

BCTV  یروس، کورتاااااووواز جااااانسBCTIV  از جااااانس
علایم بیماری  تورنکورتوویروساز جنس  TCTV کورتووویروس وبی
 ;Adams et al., 2013کنناد ) را ایجا  می چغندرقند برگ یدگیچیپ

https://jpp.um.ac.ir/
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Kamali et al., 2016) . 
صوصایات  ( نBCTIV) چغندرقناد ویروس ایرانی پیچیدگی برگ 

بیولااوژیکی مشااابه )مااثلا  ر علائاام بیماااری و ناقاال بیولوژیااک( بااا 
تاااا   ار . عامااال کرلااای  تورنکورتاااوویروسکورتاااوویروس و 

 6/44تاا   1/44تا   ر توالی ژنومی باین  کورتوویروس عامل کرلیبی
 تورنکورتوویروس رصد با  1/44تا  2/43 رصد با کورتوویروس و بین 

 (. Briddon et al., 2010 ار  )عامل این بیماری شباهت 
وسیع بو    چغندرقندویروس ایرانی پیچیدگی برگ  امنه میزبانی 

 شافغم،  اسافناج،  زرنگای، گوجه ، قندچغندرو محصولات زراعی مانند 

 پیچاک، هاای هارز مانناد تفخاه،     نیار و تعدا ی از عفاخ  کدو، لوبیا،
 Anabestaniشو  )را شامل می تاجریزی و تاج پر  ،پشت عروسک

et al., 2015; Heydarnejad et al., 2007; Varma and 

Malathi, 2003.)  

 پیچیدگی برگ، تورم رگبارگ،  قندچغندر تا یکرل یماریبعلایم 
تار  و شاکنند  شادن    هاا،  ایجا  برجسلگی  ر سطح زیارین رگبارگ  

و نکاروز آوناد آبکشای  ر     بدشاکفی ریشاه   ها، کوچک مانادن و برگ
 ,Jahanbin et al., 2015; Whitney and Duffusها اسات ) ریشه

1986.) 
و  اسات  Circulifer tenellusک زنجر  BCTIVناقل بیولوژیک

نیز عامل بیمااری   C. haematoceps ر ایران علاو  بر آن، زنجرک 
 هاد  انلقاال مای   C. tenellusرا با کارایی بالاتری نسابت باه گوناه    

(Fattahi et al., 2012; Hosseini Abhari et al., 2005; 

Soleimani et al., 2012; Taheri et al., 2012).  
( و از Hull, 2015هاا انلقاال مکاانیکی ندارناد )    جمینی ویاروس 

های ناقال باا   زنی مصنوعی گیاهان میزبان توسط زنجرکطرزی مایه
جه به عدم یکنوانلی انلقاال و همچناین  شاواری تکثیار و تولیاد      تو

باا  از ویاروس و طاولانی باو ن پروساه کااری،       عااری های زنجرک
 .  شواری همرا  است

هاا تهیاه همساانه    را   یگر  ر مطالعه بیولوژی جمینای ویاروس  
 Agrobacteriumزا و اسااالفا   از تواناااایی بااااکلری  عفونااات

tumefaciens   گیااهی اسات    میزباان  سفول به ی ان ای  ر انلقال
(Pico et al., 2001; Rigden et al., 1996تهیه .)  زایعفونت ساز 

هاای  سااز   .کناد مای  آساان  راهاا  جمینای ویاروس   همطالعا  ویروس
کیوانی و تهیه شد  است. ها جمینی ویروسزای مخلففی از این عفونت

زا با  و طول کامال  ( ساز  عفونتKeyvani et al., 2011همکاران )
بر روی چغندرقناد را ماور  بررسای قارار  ا ناد.  ر       BCTIVاز ژنوم 

رگ چغندرقناد  ویروس ایرانی پیچیدگی با  4/1مطالعه  یگری از ساز  
 (. Eini et al., 2016; Majidi, 2014اسلفا   شد  است )
 BCTIVزای کارآمااد از ویااروس هااای عفونااتتولیااد همسااانه

تواند منبع نامحدو ی برای ایجاا  آلاو گی و مطالعاه نصوصایات     می
بیولااوژیکی ایاان ویااروس را زااراهم کاار   و همچنااین  ساالیابی بااه 

تواند مطالعاات تعامال   ی این ویروس میهای بالای ناقل طبیعجمعیت
هدف از این تحقی  سانت گیا  میزبان را تسهیل کند. -ناقل-ویروس

ایرانی پیچیادگی   روسیو 4/1 و 1/1 یها ساز  ییزایماریبو مقایسه 
 .C زنجارک  باا  انلقاال  و ریا تکث طیشرا یسازنهیبهبرگ چغندرقند و 

haematoceps باشد.می گفخانه  ر 

 

 هامواد و روش

(، Beta vulgarisگیاهاان چغندرقناد )   تهیه و کشت گیاهان:
 Capsicum(، زففاال )Solanum lycopersicumزرنگاای )گوجااه

annuum ( توتاون ،)Nicotiana glutinosa ( کنجاد ،)Sesamum 

indicumو تاج )( نروس وحشیAmaranthus retroflexus   ماور )
ان ویاروس بارای آزماون    عنوان میزببه چغندرقنداسلفا   قرار گرزلند. 

 چغندرقناد زا  ر ن ر گرزله شاد. رقام   های عفونتزایی همسانهبیماری
باو ؛ کاه  ارای    "121-شااهد "مور  اسالفا    ر ایان تحقیا ، رقام     

بو . سایر گیاهان به همرا  چغندرقند  ر   BCTIVحساسیت بالایی به 
زنجرک سازی شرایط تکثیر آزمون ارزیابی میزبان ترجیحی برای بهینه

بذرها  ر سینی نشاء حاوی مخفوط کوکوپیت مور  اسلفا   قرار گرزت. 
هاا  ر  ماس به نسبت یک به یک کشت گر یدند. ساپس نشااء  و پیت

های پلاسلیکی منلقال گر یاد  و باه    مرحفه  و برگ حقیقی به گفدان
 صورت روزانه آبیاری شدند.

آ از اسالخراج  ی ان   های گیاهی:استخراج دی ان آ از بافت
( و Doyle and Doyle, 1987بازت گیاهی به روش  ویل و  ویال ) 

گارم از   2/3( انجام شد. به این من اور  Healey et al., 2014هیفی )
میکرولیلار باازر    033بازت برگ تاز  گیا   ر هاون چینای باه همارا     

CTAB  هاا باه   میکروتیاوب . ه میکروتیوب منلقل شدو ب گیریعصار
گرا  قرار  ا   شادند. ساپس    رجه سانلی 64 قیقه  ر  مای  33مدت 

( اززو   1:24ایزو آمیل الکل )-میکرولیلر محفول کفروزرم 033به آنها 
 قیقاه   13 ور  ر  قیقاه بارای    13433هاا  ر  و مخفوط شادند. لولاه  

اززو   شد  و یزوپروپانول سر  سانلریفیوژ شد. به زاز رویی یک حجم ا
گارا ،   رجاه ساانلی   23 قیقه نگهاداری  ر  ماای منفای     33پس از 

 قیقاه ساانلریفیوژ    13 ور  ر  قیقاه بارای   13433 ر هاا  میکروتیوب
 سلرون حل شد.میکرولیلر آب مقطر  43شدند.  ر نهایت رسوب  ر 

اسلخراج پلاسمید از  :یباکتر هایسلول از دیپلاسم استخراج
 GeNetهای باکلری با اسالفا   از کیات اسالخراج پلاسامید )    سفول

Bio- Cat. No. K-10000   و یا روش کوتچونی و همکااران انجاام )
 (.Kotchoni et al., 2003شد )

از ژنوم ویروس ایرانی پیچیدگی  همسانه حاوی ژنوم ویروس:
)موجااو   ر ( JX082259.1باارگ چغندرقنااد )شاامار   سلرساای    

که با آنازیم  شناسی گیاهی  انشگا  زر وسی مشهد( آزمایشگا  بیماری
Phi29 DNA ploymerase  از گیا  آلو   همانندسازی شد  و پس از
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 (+) pBlueScript II SK ر ناقل پلاسمیدی  EcoRIبرش با آنزیم 
 اسلفا   شد.  سازی و تعیین ترا ف شد  بو همسانه

 

 زافونتساخت همسانه ع

 1326قطعاه   ابلادا  مرر:  4/1ی ازعفونت یهاهمسانه ساخت
هاااای برشااای توساااط آنااازیم BCTIV جفااات باااازی از ژناااوم 

HindIII/EcoRI (Fermentas Cat. No. #ER0501/#ER0271 )
کیت  وسیفهبرش نور   و از ژل آگارز یک  رصد به روسیو همسانهاز 

ساازی  ناال   (GeNet Bio- Cat. No. K-8000اسالخراج از ژل ) 
طور جداگانه با نیز به (+) pBlueScript II SK یدیپلاسم ناقل. شد

ساازی شاد.   برش نور   و نال  HindIII/EcoRIهای برشی آنزیم
 T4 DNA Ligaseساازی شاد  باا اسالفا   از آنازیم      قطعاه ناال   

(TaKaRa Cat. No. #2011A   مطاب   سلورالعمل شرکت ساازند )
مار بدسات    BCTIV 0.4الحاق شد تا ساز  نور     ر پلاسمید برش

ای مر واکانی زنجیار    BCTIV 0.4جهت تایید سانت همسانه  آید.
انجاام شاد.    M13Rو  M13Fمراز با آغازگرهای رزت و برگشت پفی

باه   DH5α ساویه  Escherichia coliهای مسلعد محصول به سفول
( و بار روی محایط   Brown, 2010روش شوک حرارتی منلقل شاد ) 

( کشات  µg/ml 133سیفین )بیوتیک آمپیحاوی آنلی LBکشت جامد 
هاای برشای   با اسلفا   از آنزیم BCTIVشد. سپس طول کامل ژنوم 

HindIII/XhoI (Fermentas Cat. No. #ER0501/#ER0691 از )
-pBlueScriptسااازی شااد. ساااز  پلاساامید حاماال نااارج و نااال 

BCTIV 0.4 ها برش  ا   شد. سپس طول کامال  ا همین آنزیمنیز ب
-الحاق شد و محصول حاصل باه سافول   BCTIV 0.4ژنوم  ر ساز  

منلقل شد. از آغازگرهای رزت و برگشت  E. coliهای مسلعد باکلری 
M13F وBCTIV-R1 ( جهت تایید ساز  مور  ن ر اسلفا   1جدول )

مر واکنی هضم آنزیمای   BCTIV 1.4ی قطعه شد. جهت تایید نهای
انجاااام گرزااات  BamHI/XhoIبااا اسااالفا   از  و آنااازیم برشااای  

(Fermentas Cat. No. #ER0051/#ER0691 .) 
از پلاسامید حامال ناارج و  ر محال      BCTIV 1.4سپس ساز  

 pGreen 0029 ر پلاسامید   EcoRI/XhoIهاای برشای   برش آنزیم
  .گذاری شدنام pG-BCTIV 1.4الحاق شد. ساز  حاصل 

برای سانت همسانه  مر: 1/1زای های عفونتساخت همسانه
 BCTIVجفات باازی از ژناوم     042مر، ابلدا قطعاه   1/1زای عفونت

-BCTIV-1.1F2.eco/BCTIVهمانندسازی شاد  باا آغازگرهاای    

1.1R2bam ( بوسیفه آنازیم 1جدول )   هاای برشایBamHI/EcoRI 
(Fermentas Cat. No #ER0051/#ER0271 تیمااار و پااس از )

الحااق و   (+) pBlueScript II SKسازی  ر ناقل پلاسمیدی نال 
سازی قطعاه کوچاک  ر وکلاور    سازی شد. برای تایید همسانههمسانه

ماراز باا آغازگرهاای رزات و برگشات      ای پفای حامل واکنی زنجیار  
M13F /BCTIV-1.1R2bam حفااه  وم قطعااه انجااام شااد.  ر مر

بااا اساالفا   از آغازگرهااای   BCTIVجفاات بااازی از ژنااوم   2324
BCTIV-1.1R1.eco/ BCTIV-1.1F1xho ( 1جااااااادول )

 EcoRI/XhoI (Fermentasهای برشی همانندسازی و بوسیفه آنزیم

Cat. No #ER0271/#ER0691 تیمار شد  و  ر محل برش همین )
مر با  BCTIV 1.1از  مرحفه اول الحاق شد. تایید ساز  ها  ر سآنزیم

 Fermentasانجام گرزت ) BamHI/XhoIهضم آنزیمی با  و آنزیم 

Cat. No. #ER0051/#ER0691.)     ساپس ساازBCTIV 1.1  ر 
 pGreen0029 ر پلاسامید   BamHI/XhoIهاای  محل برش آنازیم 

 نام گذاری شد.  pG-BCTIV 1.1الحاق شد و ساز  حاصل 
 

مورد استفاده در این  الیگونوکلئوتیدهای آغازگرهای توالی -1جدول 

 پژوهش
Table 1- Oligonucleotides sequence used in this study 

محل 

 اتصال

Locati

on 

طول 

 آغازگر
Prim

er 

Leng

th 

 (’3-’5ترادف آغازگر )

Sequence of primer (5’-3’) 
 آغازگر

Primer 

685-

709 25 
WSWKYACWATGYTGAAYAAYT

AYGT 
BCTIV-

F1 
1328-
1351 24 GTTTTCCAAGGCAATTATACTA

GA 
BCTIV-

R1 

2714-

2733 27 
AACTCGAGTGTTTGTTTTTGTTT

CCCTC 

BCTIV-

1.1F1xh
o 

2244-

2257 20 GGAGAAGAATTCTTGATTCA 
BCTIV-

1.1R1.e

co 

2244-

2257 20 TGAATCAAGAATTCTTCTCC 
BCTIV-

1.1F2.e
co 

146-

165 28 AAGGATCCTTATACGTATAATA

TACGCA 

BCTIV-

1.1R2b
am 

 
هاای  ساز  :زنی به گیاهها به اگروباکتریوم و مایهانتقال سازه

pG-BCTIV 1.4 و pG-BCTIV 1.1 های طور جداگانه به سفولبه
حااوی پلاسامید کمکای     C5850مسلعد باکلری اگروباکلریوم ساویه  

pSoup  ( بااه روش شااوک حرارتاای منلقاال شاادBrown, 2010 .)
هاای کانامایساین   بیوتیاک حااوی آنلای   LBمحیط کشت ها  ر سفول

(µg/ml 43( تلراسااایکین ،)µg/ml 13( و ریفامپیسااین )µg/ml 43 )
زا  ر زنی یک همسانه از هر ساز  عفونات کشت  ا   شدند. برای مایه

هاای تلراساایکفین، ریفاامپین و    بیوتیاک مایع حاوی آنلای  LBمحیط 
 هاای چاه اهیگ(. Holsters et al., 1978کانامایساین کشات شاد )   

. آلو گی گیاهاان  شدند یزنهیمامرحفه چهار تا پنج برگی   ر چغندرقند
مراز با اسالفا    ای پفیواکنی زنجیر  بوسیفهزا توسط همسانه عفونت

)جادول   BCTIV-R1 و BCTIV-F1 برگشات  و رزت یآغازگرهااز 
 .بررسی شد( 1

هاای  : زنجرکC. haematoceps یر زنجرکآوری و تکثجمع
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گیری ناقل از مزارع چغندرقند شهرسلان مشهد با اسلفا   از تور حشر 
هاای جماع آوری شاد  باا     آوری و به گفخانه منلقل شد. زنجرکجمع

اسلفا   از آسپیراتور جداسازی و  ر اسلوانه پلاسلیکی شفاف به ارتفاع 
من اور حفا    ر ریخله شدند. باه سانلیمل 23سانلیملر و قطر  هانه  43

 .تعویض شدندتراکم مطفوب زنجرک هر چهار هفله یکبار گیاهان 
ابلادا   :سازی تکثیر زنجرک ناقرل در رررایگ گلخانره   بهینه

جهت مشخ  نمو ن میزبان ترجیحی زنجارک، گیاهاان چغندرقناد،    
هاای  زرنگی، زففل، توتون، کنجد و تاج نروس وحشی  ر گفدانگوجه

شدند. جهات تعیاین میازان زا آوری زنجارک  ر شارایط      مجزا تهیه 
 28 - 14گفخانه، چند گرو   مایی )کمینه و بیشینه  مایی: گارو  اول  

( مور  بررسی قرار گرزت. 43 - 22و گرو  سوم  34 - 18، گرو   وم 
 63و  44، 21های مخلفخ زمانی پس از تعیین  مای بهینه تکثیر، باز 

زنجارک   23ها  ر ن ر گرزله شد. تعادا   روز بعد از رهاسازی زنجرک
هاای زماانی زاوق اقادام باه      بالغ بر روی هر گیا  قرار  ا   و  ر بااز  

 ها شد.شمارش و تعیین جمعیت زنجرک
هاای  جهت تکثیر زنجرک :از ویروس های عاریتهیه زنجرک

سالم از گیا  کنجد )میزبان زنجرک و غیرمیزبان برای ویروس عامال  
ها چندین نسل بر روی کنجد زا  و ولد   شد و زنجرکبیماری( اسلفا 

 کر ند.
یک زنجرک سالم بار روی ساطح    انتقال ویروس توسگ ناقل:

های عفونت قارار  ا    زنی شد  با ساز رویی برگ گیا  چغندرقند مایه
( محصاور شاد. مادت زماان     Clip cageای )های گیر و توسط قفس

الی  48ساعت و تغذیه  هی  02الی  48مور  ن ر برای تغذیه گیرش 
(. پااس از تغذیااه گیاارش، Fattahi et al., 2012ساااعت بااو  ) 02

قند سالم ) ر مرحفه پنج برگی( منلقال  زنجرک به یک گیاهچه چغندر
شد و بعد از طی کر ن  ور  کمون و تغذیه  های، زنجارک ناقال از    

ای هرگیاا (. تاییاد انلقاال    )یاک زنجارک باه از   شد روی گیا  حذف 
مراز با اسلفا   از آغازگرهاای  ای پفیویروس به گیا  با واکنی زنجیر 

BCTIV-F1  و BCTIV-R1 ( 1جدول انجام شد.) 
 

 نتایج 

 BCTIV 1.1 و BCTIV 1.4های ساخت سازه

 ر واکانی   pG-BCTIV 1.4جفت باازی از   2333تکثیر قطعه 
 1شاکل  ) BCTIV-R1و M13Fمراز با جفت آغاازگر  ای پفیر زنجی
جفت بازی از ساز   ر هضام   2846و  4632( و آزا سازی قطعات الخ

(، بیاانگر  ب 1شاکل  ) XhoIو  EcoRIهاای برشای   آنزیمی با آنازیم 
دیگر و ساانت  باه یکا   BCTIVو کامال ژناوم    4/3اتصال قطعاات  

(. همچناین، تکثیار   الاخ  3شکل است )  BCTIVمری  4/1همسانه 
ای  ر واکانی زنجیار    pG-BCTIV 1.1جفت بازی از  1433قطعه 

( و آزا  الاخ  2شکل ) BCTIV-R1و M13Fمراز با جفت آغازگر پفی

ازی از ساز   ر هضم آنزیمای باا   جفت ب 2382و  4343سازی قطعات 
(، ب 2شااکل ) BamHI/XhoIو  EcoRI/XhoIهااای برشاای آناازیم

 1/1بیانگر اتصال قطعات تکثیر شد  باه یکادیگر و ساانت همساانه     
 (.ب 3شکل است )  BCTIVمری 

 

 زاییآزمون بیماری

هاای جاوان   ، اسلخراج  ی ان آ از بارگ زنیسه هفله بعد از مایه
جهت ر یابی ویروس انجام گرزت. اولین ر یابی موز  ویروس ایرانی 

ماراز باا   ای پفای پیچیدگی برگ چغندرقند با اسلفا   از واکنی زنجیر 
(  ر هفله چهارم 1جدول ) BCTIV-R1 و  BCTIV-F1آغازگرهای 
(. با 4جفت بازی انجام شد. )شکل  648تکثیر قطعه زنی با پس از مایه

این وجو ، گیاهان زاقد علایام آلاو گی قابال رویات بو ناد. علایام       
زنای  پس از مایهبیماری، شامل پیچیدگی و زر ی برگ از هفله هشلم 

(. از ن ر نوع، شادت  4شکل ) قابل مشاهد  بو  چغندرقندهای  ر بوته
زنی شد ، ان ظهور علایم و راندمان ایجا  آلو گی  ر گیاهان مایهو زم

 مشاهد  نشد. 1/1و  4/1تفاوتی بین همسانه 
زناای اگروباااکلریومی و انلقااال هااای مایااهبااا اساالفا   از آزمااون 

زای ویروسی توسط ناقل، میزباان یاا غیرمیزباان    های عفونتهمسانه
نای پیچیادگی بارگ    نروس وحشی بارای ویاروس ایرا  بو ن گیا  تاج

هاای واکانی   چغندرقند مور  آزمایی قرار گرزات.  ر تماامی آزماون   
زنی شد  علایام  مراز نلایج منفی بو   و  ر گیاهان مایهای پفیزنجیر 

 ناصی از نو  بروز ندا ند.
 

 سازی ررایگ تکثیر زنجرک ناقل در ررایگ گلخانره: بهینه
های منلقل شاد   رک ر بررسی این آزمون مشاهد  شد که تمامی زنج

بر روی گیاهان گوجه زرنگی، زففل و توتاون تکثیار نشاد  و پاس از     
بر روی گیاهان چغندر قند، کنجد  گذشت مدت زمانی از بین رزلند. اما

و تاج نروس به نوبی تکثیر شدند. نلایج نشان  ا  که انبوهی جمعیت 
نروس وحشی به مراتب برروی گیا  تاج C. Haematocepsزنجرک 

 (.2جدول روی چغندرقند و کنجد است )یشلر از تکثیر آن بر ب
بر روی گیا  تاج نروس  C. Haematocepsبیشلرین نرخ تکثیر 

با  مای بیشینه و  22روز پس از اسلقرار  ر  مای بهینه  44وحشی 
 6شکل گرا  به ترتیب تعیین شد. ) ر جه سانلی 18و  34کمینه روزانه 

 ( .0و 
 

 بوسیله زنجرک ناقل BCTIVانتقال 

های ناقل از طری   یابی ویروس  ر گیاهان تیمار شد  با زنجرکر
های جوان انجام شد. ر یابی موز  مراز از برگای پفیواکنی زنجیر 

-pGعفونت زای ویروس  ر گیاهان آلو   شد  با همسانه های 

BCTIV 1.4  وpG-BCTIV 1.1 ر هفله  وم پس از تغذیه  هی   



 01     ...یچیدگی برگ چغندرقندویروس ایرانی پزای های عفونتزایی سازهمقایسه بیماریمحرابی نسب و همکاران، 

 
پلیمراز با  زنجیرهای واکنش محصول الکتروفورز -الف -1رکل 

)راهک  pG-BCTIV 1.4از سازه  BCTIV-R1و M13Fآغازگرهای 

های برری با آنزیم pG-BCTIV 1.4هضم آنزیمی سازه  -(؛ ب3 – 1

EcoRI /XhoI  ورده سازه برش نخ(، 2)راهکpGreen- BCTIV 

 1kbpنشانگر  :M(؛ 1)راهک  1.4

Figure 1- A- Electrophoresis of the PCR product using 

M13F and BCTIV-R1 primers from pG-BCTIV 1.4 

construct (lanes 1-3). B- Restriction enzyme digestion of 

pG-BCTIV 1.4 construct with EcoRI /XhoI restriction 

endonucleases (lane 2), uncut pG-BCTIV 1.4 construct 

(lane 1). M: Marker 1kbp 

 
پلیمراز با  ایزنجیره واکنش محصول الکتروفورز -الف -2 رکل

)راهک   pG-BCTIV 1.1از سازه  BCTIV-R1و M13Fآغازگرهای 

ی های برربا آنزیم pG-BCTIV 1.1هضم آنزیمی سازه  -ب(؛ 2و  1

EcoRI/XhoI  ( و 3)راهکBamHI/XhoI  ( سازه برش 1)راهک

 1kbp: نشانگر M(. 2)راهک  pG-BCTIV 1.1نخورده 

Figure 2- A- Electrophoresis of the PCR product using 

M13F and BCTIV-R1 primers from pG-BCTIV 1.1 

construct (lanes 1, 2). B- Restriction enzyme digestion of 

pG- pG-BCTIV 1.4 construct with EcoRI /XhoI restriction 

endonucleases (lane 3) and BamHI /XhoI (lane 1), uncut 

pGreen- BCTIV 1.1 construct (lane 2). M: Marker 1kbp 

 

 
مراز با ای پلیالکتروفورز محصول واکنش زنجیره -4 رکل

گیاهان در BCTIV-R1 و  BCTIV-F1آغازگرهای رفت و برگشت 

؛ pG-BCTIV 1.4زای همسانه عفونت -رده؛ الفزنی مایه چغندرقند

 100bp: نشانگر M ؛pG-BCTIV 1.1زای همسانه عفونت -ب
Figure 4- Electrophoresis of the PCR product using 

BCTIV-F1 and BCTIV-R1 primers from sugar beet plants 

inoculated with pG-BCTIV 1.4 (A) and pG-BCTIV 1.1 (B) 

infectious constructs 
 

 
( و الف) pG-BCTIV 1.4ی زاهای عفونتدیاگرام همسانه -3 رکل

pG-BCTIV 1.1 (ب) 

Figure 3- Diagram of the pG-BCTIV 1.4(A) and pG-

BCTIV 1.1 (B) infectious clones 
 
 
 

 
ت های عفونهمسانه رده با زنیمایهدر چغندرهای علائم  -5 رکل

 pG-BCTIV 1.1 و pG-BCTIV 1.4 زای

Figure 5- Symptom in sugar beet plants inoculated with 

pG-BCTIV 1.4 and pG-BCTIV 1.1 infectious clones 

 

 

بر روی گیاهان میزبان پس از  C. haematocepsجمعیت  -2جدول 

 روز پس از رهاسازی 45

Table 2- Population of C. haematoceps on host plants 45 

days after release 
 (3روز )تعداد:  45میانگین جمعیت پس از 

Average population after 45 days (n=3) 
Average±SDTEV (min-max) 

 گیاه

Plant  

30.7±3.5 (27-34) Beta vulgaris 
98.7±11.9 (89-112) Sesamum indicum 

218.7±30.7 (186-274) Amaranthus retroflexus 
0 Solanum lycopersicum 
0 Nicotiana glutinosa 

  ر هر گفدان( C. haematocepsعد  زنجرک  23)جمعیت اولیه 
(Initial population is 20 adult C. haematoceps per pot)  
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در  C. haematocepsاثر دما بر انبوهی جمعیت زنجرک  -6 رکل

در  C. haematoceps عدد زنجرک 22ه ررایگ گلخانه )جمعیت اولی

 هر گلدان(
Figure 6- Effect of temperature on population of C. 

haematoceps in greenhouse condition (Initial population is 

20 adult C. haematoceps per pot) 

 
آمیز باو ن  امر موید موزقیت (. این8 شکلزنجرک حاصل گر ید )

ل با ناقل بیولوژیک بو . بروز علائم بیمااری  ر گیاهاان   آزمایی انلقا
 pG-BCTIVزای های عفونتتحت تیمار با زنجرک ناقل  ر همسانه

از هفلاه   pG-BCTIV 1.1زا هفله چهارم و  ر همساانه عفونات   1.4
 پنجم بعد از تغذیه  هی مشاهد  گر ید.

 

 ریگیبحث و نتیجه

قند که تهدید جهانی برای های ویروسی چغندرترین بیماریاز مخرب
 باشد. تولید این محصول بو  ، بیماری پیچیدگی برگ چغندرقند می

تاکنون عوامل ویروسی ملعد ی برای این بیماری مطرح شد  
)ویروس پیچیدگی برگ شدید  BSCTVاست و  ر ایران ویروس 

عنوان عامل این بیماری مطرح به BCTIVدرقند( و ویروس چغن
(. با Heydarnejad et al., 2007; Stanley et al., 2005باشد )می

 BCTIVرسد که عامل اصفی بیماری  ر ایران این حال به ن ر می
 ,.Bolok-Yazdi et al., 2008; Heydarnejad et alباشد )

ها سانت (. با توجه به نصوصیات ناص جمینی ویروس2007
 کند.ها را تسهیل میزای کارآمد، مطالعه آنهمسانه عفونت

 نهای ملفاوت توسط سایر محققیزا با طولهای عفونتهمسانه
 ;Eini et al., 2016; Hossini and Eini, 2017ه شد  بو  )سانل

Keyvani, 2010; Majidi, 2014; Soleimani et al., 2012 .)
مر از ویروس ایرانی پیچیدگی برگ چغندرقند سانله شد   4/1از  س

لحاظ توالی  مر سانله شد  پیی از این مطالعه، از 4/1های با ساز 
نوکفئوتیدی و ترتیب توالی مشابه بو   و تفاوت آنها  ر ناقل 

 ,.Eini et al., 2016; Soleimani et alباشد )ها میپلاسمیدی آن

2012.) 

 
در  C. haematocepsوهی جمعیت زنجرک تغییرات انب -7 رکل

 .Cعدد زنجرک  22در ررایگ گلخانه )جمعیت اولیه زمانهای مختلف 

haematoceps  هر گلدان(در 
Figure 7- Variation in C. haematoceps population density 

at different time in greenhouse condition (Initial 

population is 20 adult C. haematoceps per pot) 

 
 3143با طول  pG-BCTIV 1.1زای سانت موز  همسانه عفونت

جفت باز از ویروس ایرانی پیچیدگی برگ چغندر قند برای نخسلین بار 
تنها یک تکرار بیشلر از  BCTIVمری  1/1ساز  . صورت گرزت

مری  4/1 ر ساز  که ژنوم طبیعی ویروس  ار ،  ر حالی IRناحیه 
نوکفئوتید از رشله مکمل و ویریون  262و  461ترتیب به IRعلاو  بر 

 Repهای های کدکنند  پروتئینهایی از ژنژنوم ویروس شامل بخی

)پروتئین همرا  با همانندسازی(، حرکلی و تن یمی نیز تکرار شد  
اظ جفت باز(. نلایج بیانگر آن بو  که از لح 3804است )طول ساز : 

 ار بین  و و انلقال با ناقل تفاوت معنی راندمان آلو گی، شدت علایم
باشد الذکر وجو  ندار . این امر با مطالعات قبفی همسو میساز  زوق

(Keyvani, 2010 سانت ساز .)زا با  و ناحیه آغازکنند  های عفونت
  از هی تکثیر ژنوم( سبب اززایی بIRهمانند سازی )

(. باتوجه به اینکه تفاوت چندانی  ر Stenger et al., 1991گر   )می
هایی با یک طاول کامال و   هایی با  و طول کامل و ساز کارایی ساز 

دار ؛ بناابراین  قسملی از ژنوم حاوی ناحیه آغازکنند  مضاعخ وجو  نا 
ساازی  د همسانهتوانتر میهای با ترا ف نوکفئوتیدی کوتا سانت ساز 

از ویاروس   1/1تر کند. از این رو سانت ساز  ساز  عفونت زا را آسان
با توجه به ناحیه همانندسازی مضاعخ  چغندرقندایرانی پیچیدگی برگ 

( امکاان  pGreen0029تکثیر بالا )مانناد   نرخپلاسمیدی با ناقفین  ر 
 کند.مطالعه این ویروس را تسهیل می

 هایی با عدم امکانات بیولوژیک ویروسمن ور مطالعه نصوصیبه
مکانیکی،  سلیابی به جمعیت زراوان ناقل بیولوژیک عاری از ویروس 
بسیار حائز اهمیت است. از این رو  سلیابی به گیاهان میزبان جدید با 

ناقل موجب اسلقرار سریع و اززایی  ترجیح بیشلر برای زنجرک
شو .  ر این مطالعه ی میاانبوهی جمعیت این حشر   ر شرایط گفخانه

مشخ  شد که میزبان ترجیحی زنجرک  ر شرایط گفخانه از بین 
 نروس وحشی است که جمعیتگیاهان مور  آزمایی، گیا  تاج

 انتقال
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مراز با آغازگرهای ای پلیصول واکنش زنجیره: الکتروفورز مح8 رکل

BCTIV-F1  وBCTIV-R1  در آزمون انتقالBCTIV  با زنجرکC. 

haematoceps زای های عفونتزنی رده با همسانهاز گیاهان مایه

BCTIV : سازه مایه زنی رده با  چغندرقندانتقال از .  الفpG-

BCTIV 1.4یه زنی رده با ما چغندرقندانتقال از (، ب: 1: )راهک

رده با  زنیمایه چغندرقند(؛ 1)راهک  pG-BCTIV 1.1سازه 

: نشانگر M(؛ 2)راهک  pG-BCTIV 1.1سازه حاوی  اگروباکتریوم

 100bpوزن مولکولی 

Figure 8- Electrophoresis of PCR product using BCTIV-

F1/ BCTIV-R1 primer pair in transmission test of BCTIV 

by C. haematoceps from plants inoculated with the 

infectious clones. A- Transmission from sugar beet 

inoculated with pG-BCTIV 1.4 (lane 1); B- transmission 

from sugar beet inoculated with pG-BCTIV 1.1 (lane 1); 

sugar beet inoculated with agrobacterium containing pG-

BCTIV 1.1 infectious clone (lane 2). M: Marker 100bp 

 
C. haematoceps  ایی  اشت.برابر ازز 1/11بروی آن تا 

ین  مای بهینه تکثیر زنجرک بر روی تاج ناروس وحشای   همچن
 رجه سانلیگرا  روزانه بو . بهلرین زمان  18و کمینه  34با بیشینه  22

 روز پس از اسلقرار زنجرک ها بدست آمد.  44برای تکثیر، 

نروس بین و همکاران بیان شد  بو  که گیا  تاج ر مطالعه جهان
 23ی برگ چغندرقند می باشاد ) ایرانی پیچیدگ وحشی میزبان ویروس

(، Jahanbin et al., 2015 رصد آلو گی  ر جمعیت ماور  مطالعاه( )  
نروس وحشی آلاو گی باه ویروسای    اما  ر مطالعه حاضر،  ر گیا  تاج

BCTIV  زا و یا انلقال ویروس ساز  عفونت زنی اگروباکلریومیمایهبا
 ر یابی نشد.ط زنجرک ناقل، توس

-pGو  pG-BCTIV 1.4زای هاای عفونات  انلقال موزا  سااز   

BCTIV 1.1     توسط ناقل، سیسلمیک شدن ویاروس  ر کال گیاا  و
ها از گیا  اول باه گیاا  ساالم  یگار،     امکان انلقال مجد  این همسانه

هاای زاوق الاذکر  ر نصوصایات بیولوژیاک      موید آن است که سااز  
 ند.اایجا  نکر   ویروس تغییری

بیان شد   (Taheri et al., 2012 ر مطالعه طاهری و همکاران )
زنای مشااهد    روز پس از تغذیه  هی و مایه 14بو  که ظهور علائم 

زای هاای عفونات  گر ید ولی  ر این مطالعه ظهور علائم  ر همساانه 
pG-BCTIV 1.4  وpG-BCTIV 1.1 فلاه  ب چهار و پانج ه ترتیبه

 پس از تغذیه  هی مشاهد  شد که با نلایج مطالعه زوق انللاف  ار . 
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