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  چكيده

 شكل و سه قطعـه      اي  هاي ميله    بوده و داراي پيكره    Pomovirusيكي از اعضاي جنس     ) BSBV (2ويروس خاكزاد چغندرقند  
 محـدود بـه   آن دامنـه ميزبـاني   منتقل شده و Polymyxa betae  قارچ اين ويروس توسط. باشد اي مثبت مي رشته ي تكا.ان.آر

 در مناطق مختلف استان خراسـان       1384به منظور شناسايي اين ويروس از اوايل مردادماه تا اواخر مهرماه            . باشد  خانواده سلمه مي  
هـا را   دار شدن غده را كه علايم زردي بوته، باريك شدن برگها، طويل شدن و راست ايستادن دمبرگها و ريشك        هايي    شمالي، بوته 

ها، به آزمايشگاه  آوري و پس از ثبت مشخصات نمونه دادند، از مزارع حومه شهرستانهاي شيروان، بجنورد و اسفراين جمع نشان مي 
پس از مشاهدات نهايي و ثبت نتايج در طـول          .  اقدام به شناسايي ويروس شد     TAS-ELISA با استفاده از آزمون       و منتقل گرديد 

 با كمك دستگاه اليزاخوان مشخص گرديد كه مزارع حومه شهرستانهاي شيروان و بجنورد واقع در استان خراسـان                   nm 405موج  
 و BSBVن دو ويـروس   همچنـين جهـت بررسـي آلـودگي همزمـا         . ندباش ـ  مـي شمالي به نسبتهاي مختلف آلوده به اين ويروس         

BNYVV  هاي فوق جهت شناسايي        تمام نمونهBNYVV    با آزمون DAS-ELISA          مورد ارزيابي قرار گرفتند و مـشخص شـد 
اين اولين گزارش از وجود ويروس خـاكزاد چغندرقنـد در            . وجود دارد  BNYVV با   BSBV ها آلودگي همزمان    كه در برخي نمونه   

  .دباش شهرستانهاي شيروان و بجنورد مي
  
 و  TAS-ELISA،  خراسـان شـمالي   ، اسـتان    BSBV(  ،Pomovirus(چغندرقند، ويروس خاكزاد چغندرقنـد       :هاي كليدي   واژه

DAS-ELISA  
   
       ٢   1   مقدمه

 اولـــين بـــار از )BSBV(ويـــروس خـــاكزاد چغندرقنـــد 
 3در نورفولــك) Beta vulgaris(هــاي چغندرقنــد   ريــشه

ز آن زمان بـه بعـد از         گزارش شد و ا    1982انگلستان در سال    
هلند، بلژيك، آمريكا، سوئد، آلمان، فرانسه و ايران گـزارش       

                                                 
دانشجوي كارشناسي ارشد بيماري شناسي  به ترتيب استاد، كارشناس آموزشي و - 1 

 گياهي، گروه گياهپزشكي،  دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد

 Email:bjafarpour@ferdowsi.um.ac.ir                 :     ل نويسنده مسئو- *
2- Beet soilborne virus  
3- Norfolk  

 1989 و همكــــاران در ســــال 4لــــسمن). 7 و2،6(گرديــــد 
ــه نامهــاي آهلــوم   را 6 و ويــرث5دوســروتيپ ايــن ويــروس ب

بررســيهاي اخيــر مــشخص كــرد كــه ).  6(توصــيف نمودنــد 
 Q سروتيپ ويرث، يك گونه ويروسي مجزا به نـام ويـروس          

اين دو ويروس به همراه دو ويروس       ). 6(باشد     مي 7چغندرقند
مردگـي   و ويروس بافـت ) PMTV (8زميني جارويي سيب  بوته

                                                 
4- Lesmann  
5- Ahlum  
6- Wierthe  
7- Beet virus Q 
8- Potato mop top virus  
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 ناقـل . گيرند   قرار مي  Pomovirusدر جنس   ) BBNV (1باقلا
ــد،    ــاكزاد چغندرقنـــ ــهاي خـــ ــدQويروســـ و   چغندرقنـــ

ــرگ ــد رگبـ ــارچ ) BNYVV (2زردنكروتيـــك چغندرقنـ قـ
Polymyxa betae Keskinباشــد كــه يــك پارازيــت    مــي

  ).6(باشد  هاي چغندرقند، مي اجباري ريشه
اي  هــاي ميلــه ويــروس خــاكزاد چغندرقنــد داراي پيكــره

 19 نــانومتر بــا عــرض 300 و 150، 65هــاي  شــكل بــه انــدازه
اي تـك   .ان.نانومتر بـوده، ژنـوم آن مـشتمل بـر سـه قطعـه آر              

ر باشــد و هــر قطعــه در يــك پيكــره قــرا  اي مثبــت مــي رشــته
هاي چغندرقنـد وجـود دارنـد         ها در ريشه    اين پيكره . گيرد  مي

اين ويـروس ايجـاد علايمـي مـشابه علايـم بيمـاري             ). 5 و   1(
 درصـد كـاهش   70كند و محصول را تا بيش از   رايزومانيا مي 

البته برخي محققان از تلقيح مكانيكي استفاده نمـوده  . دهد  مي
بـه ايزولـه    درصـد را بـا توجـه    40و خسارتي حدود صـفر تـا      

دامنه ميزبـاني ايـن     . اند  ويروس و رقم چغندرقند گزارش داده     
ــلمه    ــانواده س ــه خ ــدود ب ــروس مح ) Chenopodiaceae(وي

  .باشد مي
BSBV               يكي از ويروسـهايي اسـت كـه هرگـز بـا درجـه 

هـاي آن قابليـت       دست نيامده است زيرا پيكـره       خلوص بالا به  
 ايـن   RNA1.  بالايي دارند  3شكنندگي و تمايل به چسبندگي    

ــشكل از   ــروس مت ــك  5834وي ــد اســت و داراي ي  نوكلئوتي
ORF       به  4خواني   بزرگ جهت كد كردن يك پروتئين پيوسته 

باشد كه با يـك كـدون خاتمـه داخلـي              مي KDa 204اندازه  
)UAA ( ــي ــع م ــروتئين    قط ــك پ ــد ي ــود و تولي  kDa 145ش

 و ناحيـه    KDa 145 پـروتئين    C و   Nنـواحي انتهـايي     . كند  مي
ترتيب شـامل آنزيمهـاي        به KDa 204واني پروتئين   پيوسته خ 

ــسفراز  ــل تران ــاز و 5متي ــيRNA ، هليك ــي   پل ــراز م ــد و  م باش
و توبراويروســــها ) Furovirus(بــــرخلاف فوروويروســــها 

                                                 
1- Broad bean necrosis virus  
2- Beet necrotic yellow vein virus  
3- Aggregation 
4- Read-through protein 
5- Methyl-transeferase   

)Tobravirus (     فاقد ژنهاي بيشتري درRNA1 باشـند    مي)3 .(
RNA2       نوكلئوتيد بوده كـه     3454 اين ويروس نيز متشكل از 

بــسيار ) genetic organization(ن ژنتيكــي از لحــاظ ســازما
) PMTV(زمينـي     جـارويي سـيب      ويروس بوتـه   RNA3مشابه  
 نوكلئوتيــد 1100باشــد هرچنــد كــه طــول آن بــه انــدازه  مــي

ــت  ــر اس ــاي . بزرگت ــرخلاف BSBV در RNA2 در 3'انته  ب
RNA3   در PMTV      داراي ساختاري شـبيه tRNA  باشـد    مـي .
RNA2در  BSBV داراي يــك ORFــزرگ ج هــت كــد  ب

 كـه   kDa 19كردن يك پـروتئين پيوسـته خـواني بـه انـدازه             
  ). 5(باشد  بسيار شبيه پروتئين پوششي است، مي

هــاي دو ويــروس  هــيچ ارتبــاط ســرولوژيكي بــين پيكــره
BSBV و BVQ  ــه ــد كـ ــدارد هرچنـ ــود نـ ــد 50 وجـ  درصـ
). 6( پروتئين پوششي آنها يكسان هستند        آمينه  هاي اسيد   توالي

 از لحـاظ سـرولوژيكي و همچنـين     BNYVV بـا    BSBVبين  
 RNA.هيبريداسيون اسيدنوكلئيك هيچ ارتباطي وجود ندارد

آدنــين   هماننــد فوروويروســها فاقــد دنبالــه پلــيBSBVهــاي 
)Poly-A tail (باشد  مي)6.(  

براي اولين ) BSBV(در ايران ويروس خاكزاد چغندرقند  
ــار در ســال  ــاران  1379ب ــد شهرســتان چن ــزارع چغندرقن  از م

، بنـابراين بـا     )2(وسط جعفرپور و جعفرپور گزارش گرديد       ت
توجه به شناسايي اين ويـروس در اسـتان خراسـان رضـوي و              
احتمـال وجـود ايــن ويـروس نيــز در سـاير منــاطق، اقـدام بــه      
ــمالي     ــان ش ــتان خراس ــتانهاي اس ــروس در شهرس ــابي وي ردي

ــد در ايــن تحقيــق، همچنــين آلودگيهــاي همزمــان     . گردي
 مـورد بررسـي     BNYVV و   BSBVويروس  چغندرقند به دو    

  .قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
منظـور بررسـي ويـروس خـاكزاد چغندرقنـد در اسـتان               به

خراسان شمالي از اوايل مـرداد مـاه تـا اواخـر مهـر مـاه سـال                  
 از مزارع چغندرقنـد شهرسـتانهاي شـيروان، بجنـورد و            1384
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ا شـد ت ـ    در هر مزرعـه سـعي مـي       . عمل آمد   اسفراين بازديد به  
هايي را كه زردي، باريـك شـدن برگهـا و طويـل شـدن                 بوته

دادنـد، از زمـين خـارج كـرده و پـس از               دمبرگها را نشان مي   
هـا درون پاكتهـاي كاغـذي همـراه بـا          قطع كردن برگها، غده   

شد و سپس به آزمايشگاه منتقل        ثبت مشخصات قرار داده مي    
منظـور شناسـايي و تـشخيص ويـروس خـاكزاد             به. گرديد  مي
.  استفاده شدTAS-ELISA1ندرقند از روش سرولوژيكي    چغ

آوري شــده جهــت بررســي  هــاي جمــع همچنــين تمــام نمونــه
آلودگي همزمان چغندرقند به ويروسهاي خاكزاد چغندرقنـد        

)BSBV ( نكروتيـك چغندرقنـد       زرد  و رگبرگ)BNYVV (
جهــت شناســايي ويــروس   . مــورد بررســي قــرار گرفتنــد   

ــرگ ــد  رگبـ از روش ) BNYVV(زردنكروتيـــك چغندرقنـ
  . استفاده گرديدDAS-ELISA 2سرولوژيكي 

  
جهـت شناسـايي    ) TAS-ELISA( اليـزا    -آزمون تـاس  

ــادي  در ايــن روش از آنتــي: چغندرقنــدويــروس خــاكزاد  ب
ــسانه ــي  چندهم ــوان آنت ــه عن ــده و از   اي ب ــه دام اندازن ــادي ب ب

 .3اي بـه عنـوان شناسـنده اسـتفاده شـد            همـسانه   بادي تك   آنتي
ا اندك تغييرات شبيه به روش كـلارك و آدامـز           اصول كار ب  

در اين روش پس از پوشش حفـرات پليـت          ). 3(بود  ) 1977(
شامل شير كم  ) Blocking( خالص، محلول بلوكينگ     IgGبا  

ليتـر شـير كـم چربـي           ميلـي  2به نسبت    (PBSTچربي در بافر    
افزوده و پس از خارج كـردن محلـول         ) PBSTليتر     ميلي 98+

تبه شستشوي پليت، عـصاره مـورد آزمـايش     مر3بلوكينگ و   
 4به هر چاهك اضافه شد و پس از انكوباسـيون در حـرارت              

درجــه ســانتيگراد بــه مــدت يــك شــب و شستــشوي پليــت،  
كــه در بــافر كانژوگيــت ) Mab(اي  همــسانه بــادي تــك آنتــي

)PBST+%2PVP+%2 egg albomin (   1000/1بـه نـسبت 
 ساعت در   2-4دت  رقيق شده بود به هر چاهك اضافه و به م         

                                                 
1- Triple Antibody Sandwich ELISA  
2- Double Antibody Sandwich ELISA 

  . آلمان خريداري شدندDSMZ معرفهاي اين آزمون از شركت  -3

 درجــه ســانتيگراد انكوبــه شــد، پــس از شستــشوي پليــت، 37
بــادي متــصل بــه آنــزيم آلكــالين فــسفاتاز كــه در بــافر   آنتــي

 رقيق شده بود، اضافه گرديـد و        1000/1كانژوگيت به نسبت    
 2 درجه سانتيگراد بـه مـدت        37پس از انكوباسيون در دماي      

بـه  ) فـسفات   نيـل نيتروف  پي(ساعت و شستشو، محلول سوبسترا      
 دقيقه نتـايج بـر اسـاس        60 تا   30چاهكها اضافه شد و  پس از        

 405مــشاهده چــشمي و تعيــين ميــزان جــذب در طــول مــوج 
 ,ELISA Reader(نــــانومتر در دســــتگاه اليزاخــــوان 

Avareness, Stat fax-2100( مورد ارزيابي قرار گرفت. 
  

جهـت شناسـايي    ) DAS-ELISA( اليـزا    -آزمون داس 
  : دو ويـروس همزمـان  و بررسي آلودگي   BNYVVويروس  

 خـالص و    IgGدر اين روش نيز پـس از پوشـش حفـرات بـا              
 درجه سـانتيگراد،    37 ساعت در دماي     4انكوباسيون به مدت    

هاي مورد آزمايش به هر چاهـك اضـافه شـد و              عصاره نمونه 
 درجه سانتيگراد به مدت يك شـب،        4پس از انكوباسيون در     

بادي متصل به آنـزيم آلكـالين فـسفاتاز بـه هـر چاهـك                 آنتي
ت در   سـاع  3-4اضافه گرديد وپس از انكوباسيون بـه مـدت          

 درجه سانتيگراد، محلول سوبسترا به چاهكها اضـافه         37دماي  
 دقيقه نتايج بر اساس مشاهده چشمي و تعيـين          30پس از   . شد

 نانومتر در دستگاه اليزاخـوان      405ميزان جذب در طول موج      
لازم بـه ذكـر اسـت كـه در تمـام           . مورد ارزيابي قرار گرفـت    

وان شـاهد اسـتفاده     عن ـ  هاي آلوده و سالم به      آزمايشها از نمونه  
  .شد مي

  
  نتايج و بحث

جهت شناسايي ويروس   ) TAS-ELISA( اليزا   -آزمون تاس 
BSBVپــس از انجــام آزمــون و پــس از  : در منــاطق مختلــف

ها با شاهدهاي مثبـت       مشاهدات نهايي و مقايسه چاهك نمونه     
 مشخص  nm 405و منفي و همچنين ثبت نتايج در طول موج          

سـتانهاي شـيروان و بجنـورد بـه         گرديد كه مزارع حومـه شهر     
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نسبتهاي مختلف آلـوده بـه ايـن ويـروس بودنـد و در مـزارع                
اين اولين گـزارش    . شهرستان اسفراين، آلودگي مشاهده نشد    

از وجود ويروس خاكزاد چغندرقند در شهرستانهاي شـيروان         
  . باشد ميواقع در استان خراسان شمالي و بجنورد 

  
ــودگي   ــررس آل ــانب ــها همزم ــه ويروس  و BSBVي  ب

BNYVV:  ــاس ــاي ت ــام آزمونه ــس از انج ــزا - پ -TAS( الي

ELISA (اليـــزا -و داس )DAS-ELISA (ر روي تمـــام بـــ
آوري شده از مزارع مختلـف اسـتان خراسـان         هاي جمع   نمونه

آوري    نمونه جمـع   90شمالي، مشخص گرديد كه از مجموع       
ــده  ــه   15ش ــوده ب ــه آل ــه   30 وBSBV نمون ــوده ب ــه آل  نمون

BNYVV  نمونـه آلـودگي همزمـان    10 در اين بين     بودند كه 
بررســــي ). 1-جــــدول( داشــــتند BNYVV و BSBVبــــه 

آلودگيهاي همزمان در مزارع شهرستانهاي شيروان و بجنورد        
هـا در     نشان داد كه علايم بيماري در هر كـدام از ايـن نمونـه             

هاي آلوده به هر ويروس، نسبتا شـديدتر          مقايسه با علايم بوته   
 BSBVگرديد كه علايم آلودگي بـه       همچنين مشخص   . بود
باشــد و   در مزرعــه قابــل تفكيــك و تمــايز نمــيBNYVVو 

گيـري از روشـهاي       براي تشخيص دقيق هر يك نياز بـه بهـره         
  .سرولوژيكي و آزمايشگاهي است

 

  

  BNYVV و BSBVنتايج بررسي آلودگي مزارع چغندرقند استان خراسان شمالي به : 1جدول 
  آلودگي همزمان به دو ويروس  BSBV BNYVV  نهتعداد نمو  نام شهرستان

  6  17  8  30  بجنورد
  4  13  7  30  شيروان
  0  10  0  30  اسفراين

  
بــا توجــه بــه اينكــه بيمــاري رايزومانيــا در ســالهاي اخيــر  
خسارت زيادي به چغندركاريهاي كـشور وارد نمـوده اسـت           

شــود كــه شناســايي و بررســي خــسارت ويــروس  تــصور مــي
نظر به اينكه   . ورد توجه قرار نگرفته است    خاكزاد چغندرقند م  

 Polymyxa betaeناقــل هــر دو ويــروس ذكــر شــده قــارچ  
باشــد و بــا توجــه بــه منــابع گــزارش شــده در ارتبــاط بــا   مــي

رود كـه      در سطح استان و كشور احتمال مي       BSBVشناسايي
 BNYVVنيـز هماننـد     ) BSBV(ويروس خاكزاد چغندرقند    

طـور گـسترده       سطح كـشور بـه     در ساير نقاط استان و احتمالاً     
وجود داشته باشد كه لازم اسـت بررسـيهاي بيـشتري در ايـن              

همانطور كه ذكر شد ناقل ايـن ويـروس از          . عمل آيد   زمينه به 

گسترش زيادي در منطقه برخوردار است كه اين خود سـبب           
بقاء و گسترش روز افزون اين قارچ در صورت كشت مداوم           

 لذا بررسي دقيق قارچ ناقل و       شود  ارقام حساس چغندرقند مي   
كارهاي كـاهش جمعيـت آن امـري بـسيار ضـروري         ارايه راه 

  .باشد مي
جهت پيشگيري از آلودگي و از انتشار هرچـه بيـشتر ايـن     
دو بيماري در مزارع استان و با توجه به مـشترك بـودن ناقـل               
اين دو ويروس، رعايت تناوب زراعي طـولاني مـدت، عـدم            

 رعايـت بهداشـت زراعـي پيـشنهاد         كشت در مزارع آلـوده و     
  .گردد مي
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Investigation on Beet soilborne virus (BSBV) in Northern Khorasan province 
 

B. Jafarpour*- M. A. Sabokkhiz- F. Tabasinejad1 
 

Abstract 
Beet soilborne virus (BSBV) is a member species of the genus Pomovirus with rigid rod particles 

and 3 positive single stranded RNAs. The virus is transmitted by Polymyxa betae and restricted to 
Chenopodiaceae. A survey was conducted in 2005 for identification of BSBV in Northern Khorasan 
province. Samples showing yellowing, elongated and upright petioles with narrow leaf lamina and 
hairy roots were collected from fields of Shirvan, Bojnord and Esfarayen.  Detection of BSBV was 
based on TAS-ELISA test. Our survey showed that different fields in Shirvan and Bojnord were 
infected with BSBV. Also for detection of mixed infection with BNYVV, samples were tested by 
DAS-ELISA as well. Our investigation showed that some fields in Shirvan and Bojnord had mixed 
infection with both viruses. This is the first report of infection with BSBV in Shirvan and Bojnord 
located in Northern Khorasan province. 

 

Key words: Sugarbeet, Beet soilborne virus (BSBV), Pomovirus, Northern Khorasan, TAS-ELISA 
and DAS ELISA. 
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