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  چكيده
هـاي   تـرين ويـروس   از مهم Closteroviridaeو خانواده  Closterovirusمتعلق به جنس ) Beet yellows virus, BYV(يروس زردي چغندرقند و

اراي علائم نمونه برگي د 75تعداد  1391به منظور تعيين برخي از خصوصيات مولكولي اين ويروس، در سال . آيد كه در سراسر دنيا گسترده است چغندرقند به شمار مي
ها داراي علائمي نظير زردي، رگبرگ روشني و ضـخيم و شـكننده    نمونه. آوري شد هاي آذربايجان غربي، كرمانشاه و همدان جمع از مزراع عمده اين محصول در استان

آزمـون الايـزا بـا اسـتفاده از     در . قرار گرفتندمورد بررسي  RT-PCRهاي جمع آوري شده توسط آزمون سرولوژيكي الايزا و آزمون مولكولي  نمونه. شدن برگ، بودند
در آزمون مولكولي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصـي طراحـي    bp615اي مربوط به پوشش پروتيني به طول  قطعه. نمونه تاييد شد 6بادي اختصاصي آلودگي در  آنتي
به وسيله نـرم   NCBIهاي موجود در  هاي بدست آمده با جدايه توالي و مقايسه توالي نتايج تعيين .درصد الكتروفورز گرديد 1، تكثير و در ژل آگارز BYV-F/R شده

تـرين درصـد شـباهت     بـيش . هاي موجود در بانك ژن هسـتند  درصد شباهت با جدايه 89-99هاي تعيين توالي شده داراي  نشان داد كه جدايه DNAMAN7افزار 
هـا بـه    آنـاليز فيلـوژنتيكي جدايـه   . باشد مي )X73476(، با جدايه اي از اوكراين )درصد 55/97(و آمينو اسيدي ) درصد 19/99(هاي ايراني در سطح نوكلئوتيدي  جدايه

  .هاي ايراني در كنار جدايه اوكراين در يك گروه قرار گرفتند انجام شد كه طي آن جدايه MEGA5وسيله نرم افزار 
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    1 مقدمه

، اولـين  )Beet yellows virus, BYV(ويروس زردي چغندرقنـد  
هاي عامل زردي در اين  ويروس شناخته شده در بين مجموعه ويروس

چه گياه  كه داراي گسترش جهاني بوده و چنان) 24و  2(باشد  گياه مي
كند  د محصول را نابود ميدرص 60اي باشد، بيش از  در مرحله گياهچه

از  Closterovirusويروس زردي چغندرقند گونـه تيـپ جـنس    ). 17(
). 15و  14(باشـد   و محدود به آوند آبكش مي Closteroviridaeتيره 
نانومتر طـول   250اي و قابل انعطاف بوده و حدود  ويروس، ميله پيكره

واحدهايي اسـت   ها داراي زير ساختار پيكره). 2(نانومتر قطر دارد  10و 
نـانومتر مرتـب    3-4/3اصل حدود اي تو خالي به فو كه در اطراف هاله

  ).19(اند  شده
اي بـا قطبيـت    اي تك رشته. ان. ويروس از نوع آراسيد نوكلئيك 

درصد از كل وزن  5-6است كه حدود  KB 5/14مثبت بوده، با اندازه 
باشـد   يم) ORF(دهد و شامل نه چارچوب ژني  ويروس را تشكيل مي
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)7 .(ORF1a  كيلودالتوني، با ماهيت متيل تراسـفرازي و   295پروتئين
ترين محصول ژنومي اين ويـروس   كند كه بزرگ هليكازي را توليد مي

ــت   -ORF1b ،RNA-dependent RNA). 11و  10(اســـ

Polymerase  كنـد   كيلودالتوني است را كد مي 53را كه يك پروتئين
)4 .(ORF2 كيلودالتوني را بـر عهـده دارد    4/6ين ويروس توليد پروتئ

). 7(ويــروس در گيــاه نقــش دارد كــه در حركــت ســلول بــه ســلول 
در اثـر فعاليـت يـك      ORF1bو  ORF1aپروتئين ناشي از بيـان   پلي

 13(شود  هاي عملكردي شكسته مي پروتئوليتيك ناشناخته به پروتئين
 65كـه   را HSP 70هـاي   اولين عضو خانواده پروتئين ORF3). 16و 

ــول    ــرده و محص ــد ك ــت تولي ــوني اس ــروتئين  ORF4كيلودالت  64پ
و  ORF5. دارد HSP 90كيلودالتوني است كه شبيه به توالي پروتئين 

ORF6    24و  22كننـد كـه بـه ترتيـب      پروتئين پوششـي را كـد مـي 
كيلودالتون وزن داشته و در حركت سلول به سلول ويـروس و نيـز در   

و  ORF7). 11(ي بـر عهـده دارنـد    مونتاژ ذره ويـروس نقـش ضـرور   
ORF8 كنند كه شبيه بـه   كيلودالتوني توليد مي 21و  20هايي  پروتئين

كيلودالتــوني در  20هســتند، كــه پــروتئين  CTVپــروتئين همولــوگ 
كيلودالتـوني بـه عنـوان بازدارنـده      21حركت سيسـتميك و پـروتئين   

  ).7و  4(كند  خاموشي ژن عمل مي

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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در ابتدا باعث شفاف شـدن   BYV,زاي  هاي شديدا بيماري جدايه
هـاي آلـوده    هـاي جـوان بوتـه    رگبرگ يا زرد شدن رگبـرگ در بـرگ  

ها غالبا فرو رفته و علامـت   هاي ثانوي و مياني برگ رگبرگ. شوند مي
هـاي   ها در برگ بافت مربوط به رگبرگ. دهند سياه شدگي را نشان مي

لـي مزوفيـل   ند وها نقشي ندار بيمار شده در تشكيل برجستگي رگبرگ
  ).14(شود  اي ضخيم مي به طور قابل ملاحظه

. گستردگي دامنه ميزباني ويروس زردي چغندرقند متوسـط اسـت  
ها را آلـوده   اي گونه از دولپه 121خانواده و  15 هاي گرچه حداقل، گونه

ــان مــي ــد، ولــي اكثــر ميزب هــاي  هــاي ايــن ويــروس در خــانواده كن
Chenopodiaceae ،Aizoaceae ،Amarantaceae  و
Caryophyllaceae   گـر چـه ويـروس حـداقل     ). 11و  7(قرار دارنـد

شود ولي شـته سـبز    گونه شته به طريق نيمه پايا منتقل مي 22توسط 
ــو  ــاقلا  ) Myzus persicae(هل ــياه ب ــته س از ) Aphis fabae(و ش
ويـروس بـه   . ترين ناقلين ويروس عامل زردي چغندرقنـد هسـتند   مهم
 20، 12( شود و بذر زاد نيست به سختي منتقل ميهاي مكانيكي  روش

  ).22و 
هـاي كـرج، اراك،    كارياز چغنـدر  BYV، 1348در ايران در سال 

و پـس از  ) 3(كرمانشاه، بروجرد، قزوين و همدان گزارش و اثبات شـد  
  .اين بيماري را در مزارع استان فارس مشاهده نمود) 5(آن ايزد پناه 

بـراي شناسـايي و بررسـي ايـن     هاي مختلفي كـه   در ميان روش
و الايـزا داراي   RT-PCRهـاي مبتنـي بـر     ويروس وجود دارد، روش

دقت بالا بوده و مدت زماني است كه به عنوان روش پايه در شناسايي 
  ).21(گيرند  اين ويروس مورد استفاده قرار مي
ترين توليد كننده چغندر قند در ايران  استان آذربايجان غربي بزرگ

درصد از كل محصـول چغندرقنـد در كشـور     7/34استان با  است، اين
هاي همـدان   استان. ترين سهم در توليد اين محصول است داراي بيش

هاي چهـارم و پـنجم را    درصد رتبه 8/3و  5/6و كرمانشاه به ترتيب با 
كـه محصـول    با توجـه بـه ايـن   ). 1( در توليد سالانه كشور دارا هستند

هـاي   و بيمـاري   توليد قند كشـور داشـته،  اي در  چغندرقند نقش عمده
باشـد از   زا به محصول چغندر قنـد مـي  ويروسي از عوامل مهم خسارت

هاي مهم در ايـن گيـاه بـوده     از ويروس BYVكه  دليل اينه طرفي ب
و تا كنون تحقيق جامعي بر روي آن در ايران انجام نشده اسـت  ) 21(
خصوصيات مولكولي اين ، لذا به منظور شناسايي و بررسي برخي از )4(

 ـ ها، كه از مناطق مهم چغنـدر  ويروس در اين استان ه كاري در ايـران ب
  .روند تحقيق مزبور انجام شد شمار مي

  
  ها مواد و روش

  برداري نمونه
نمونه مشكوك به آلودگي  115تعداد  91طي بهار و تابستان سال 

هـاي   ستاننمونه از شهر 35هاي آذربايجان غربي تعداد  از مزارع استان

نمونـه   20نمونه از كرمانشاه و  20مياندوآب، سلماس، خوي و بوكان، 
هـا داراي علائمـي ماننـد     نمونه. برداري صورت گرفت از همدان نمونه

چنـين   هـا و هـم   رگبرگ روشني، زردي، ضخيم و شكننده شدن بـرگ 
  .ها بودند نقاط نكروتيك بر روي برگ

  
ش سـاندويچ دو  هـاي مشـكوك بـه رو    در نمونه BYVرديابي 

  طرفه الايزا
-DASهاي مشكوك، با اسـتفاده از روش   در نمونه BYVرديابي 

ELISA سـرم   آنتـي ). 8(رك و آدامز انجام گرفت بر اساس روش كلا
مورد استفاده در اين تحقيق جهـت شناسـايي ويـروس مـورد نظـر از      

هـا در   ميزان تغييـر رنـگ چاهـك   . آلمان تهيه گرديد DSMZشركت 
 Epson) نانومتر و با استفاده از دستگاه الايـزا خـوان   405طول موج 

Elisa Reader- LQ2170) گيري و ثبـت گرديـد   ساخت ژاپن اندازه .
ها از آستانه محاسـبه شـده بـر اسـاس      هايي كه ميزان جذب آن نمونه

تـر   بـيش  )ميانگين جذب سـالم  (  فرمول 
  .گرفته شدندبود، به عنوان آلوده در نظر 

  
  زني برروي گياه محك مايه 

 Chenopodiumبرگـي گيـاه    3-4مايه زني مكانيكي در مرحله 

quinoa     7مـولار بـا    01/0با استفاده از بـافر فسـفات پتاسـيم pH  و
نهايتـأ علائـم هـر يـك از     . مقدار كمي پودر كاربوراندوم انجام گرفت

ثبـت و آلـودگي    زنـي مكـانيكي   هفته بعـداز مايـه   2-3گياهان بعد از 
  .مورد بررسي و تاييد قرار گرفتند PCRگياهان با انجام 

  
  پي سي آر -استخراج آر ان اي كل و آر تي

براي تكثير ژن پروتئين پوششـي جدايـه مـورد بررسـي، روش آر     
 reverse transcription-polymerase chain)پـي سـي آر    -تـي 

reaction, RT-PCR)  از جفت آغازگر اختصاصيBYM-F/BYM-

R ) ايـن جفـت   . ايـم، اسـتفاده شـد    كه خـود طراحـي كـرده   ) 1جدول
. اسـت  (ORF6)پوشـش پروتئينـي    ORFپرايمرها براي ساخت كل 

اســتخراج آر ان آ كــل از بافــت گيــاهي بــا اســتفاده از كيــت پرومگــا 
(Promega- USA)        بـر طبـق دسـتورالعمل شـركت سـازنده انجـام

 20، به حجم نهـايي  )cDNA(در واكنش ساخت رشته مكمل  .گرفت
ميكروليتـر   2كل استخراج شده با . ا. ان. ميكروليتر از آر  3ميكروليتر ،

ميكروليتـر آب ديـونيزه    5/8و ) 1جـدول  (پسرو   از آغازگر اختصاصي
دقيقـه  10به مدت  گراد سانتيدرجه  60مخلوط و ميكروتيوب دردماي 

يتـر بـافر   ميكرول dNTPs ،4ميكروليتر مخلوط  2سپس . قرار داده شد
x5  ــردار معكـــوس   5/0واكـــنش و ــخه بـ ــزيم نسـ ــر آنـ ميكروليتـ
)Fermentase Reverse Transcriptase ( به مخلوط اضافه گرديده

 گـراد  سـانتي درجـه   42دقيقـه در دمـاي    60و ميكروتيوب بـه مـدت   
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  ).23(ترموسايكلر قرار گرفت 
اي پليمراز در واكنش با حجم نهايي ايـن واكـنش    واكنش زنجيره

ــر شــامل م 25 ــر از  4يكروليت ــر از هــر  cDNA ،1ميكروليت ميكروليت
 50(ميكروليتــر  PCR buffer ،75/1 ×10ميكروليتــر  5/2آغــازگر، 
ــولار ميلــــي ــوط  MgCl2 ،5/0) مــ ــر مخلــ و  dNTPsميكروليتــ

 Taq DNA Polymerase) واحـد در ميكـرو ليتـر    5(ميكروليتر 25/0
اي  هواكنش زنجير پروفايل دمايي. بود Fermentaseمتعلق به شركت 

 3بـه مـدت    گـراد  درجه سـانتي  95 پليمراز شامل يك چرخه در دماي
ثانيـه در   30بـه مـدت   گـراد   درجه سانتي 95چرخه شامل  30دقيقه و 

 72ثانيـه و   45به مـدت  گراد  درجه سانتي 57مرحله واسرشت سازي، 
درجـه   72ثانيه و در نهايت يك سـيكل   60به مدت گراد  درجه سانتي

) آلمـان -بيومترا(دقيقه با استفاده از ترموسايكلر 10به مدت گراد  سانتي
  .انجام گرديد

ــارز  PCRمحصــول  ــاوي  1در ژل آگ ــر از  2درصــد ح ميكروليت
Green viwer      بـه همـراه سـايز مـاركر)GenRuler 100pb Plus 

DNA Ladder Fermentas, Cat No SM: 0321(  الكتروفـورز و ،
) ، اوكراين GeneFlashساخت شركت (در نهايت در دستگاه ژل داك 

از هر استان چند نمونه آلـوده انتخـاب و محصـول    . برداري شد عكس
PCR  با استفاده ازPCR purification kit Qiagen  سـازي   خـالص

كـره  شده و جهت تعيين ترادف رفت و برگشتي به شـركت مـاكروژن   
بـا   هاي مورد بررسـي در ايـن تحقيـق    توالي جدايه. جنوبي ارسال شد

مقايسه شده ) NCBI(ثبت شده در بانك ژن  BYVهاي  جدايهتوالي 
و  DNAMAN7و همرديف سازي چندگانه توالي ها توسط نرم افزار 

MEGA5 يابي به وسيله نـرم افزارهـاي   . آناليز شدDNAMAN7  و
MEGA5   بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     آناليز شده و درخت فيلـوژنتيكي

MEGA 5.  ــه روش ــا  Neighbor joiningو ب ــرار در  1000ب تك
  .رسم شد Bootstrapارزيابي 
  
  
  

  نتايج و بحث
  زني مكانيكي روي گياه محك مايه

با عصاره گياهان داراي علائـم   C. quinoaزني شده  گياهان مايه
روز علائمــي از قبيــل  12عــد از و مشــكوك بــه آلــودگي ويروســي، ب

ان دادنـد  هاي نكروتيك موضعي و موزائيك بسـيار خفيـف را نش ـ   لكه
جايي كـه انتقـال مكـانيكي ويـروس بـه سـختي رخ        از آن). 1شكل (

، لذا در ميان گياهان مايه زني شده تنهـا تعـداد كمـي از    )12(دهد  مي
  . ها علائم ويروس را نشان دادند آن

  
 زني بعد از مايه روز 12 درسلمكي موضع نكروزهي ها لكه- 1 شكل

  
  آزمون الايزا

يزا نشان داد كه آلودگي در هر سه استان نتايج حاصل از آزمون الا
  ).2جدول (مورد بررسي وجود داشت 

  
  پي سي آر -واكنش آر تي

پي سي آر با استفاده از آغازگرهـاي اختصاصـي   –در واكنش آرتي
هـاي   جفت بـاز در نمونـه   615اي به طول  ژن پروتئين پوششي قطعه

كه در نمونه گيـاه سـالم    ، در حالي)2شكل (تكثير شد  BYVآلوده به 
همانند سازي پروتئين پوششي ويـروس  . گونه باندي مشاهده نشد هيچ

سـازي شـده   ي سي آر و تائيد صحت قطعـه همانند پ –در آزمون آرتي
پس از تعيين توالي تائيد كننده آلودگي مـزارع چغندرقنـد بـه ويـروس     

  .باشد زردي چغندرقند مي
  

RT-PCR مورد استفاده در واكنش   BYV آغازگرهاي اختصاصي-1دول شماره ج  

نام 
  شماره دسترسي جدايه  محل اتصال  طول  توالي  آغازگر

BYV_F  5'-ATGGGATCAGCTGAACCTAT-3' 20 13659-13640  X-73476.1 

BYV_R  5'-TCATCTCCCGGTGCCTAGAC-3' 20 14254-14235  X-73476.1  
  

  BYVآوري شده آلوده به  تعداد نمونه جمع -2جدول شماره 
  منطقه نمونه آلوده تعداد نمونه آلوده تعداد كل نمونه ناستا

  سلماس -مياندوآب-خوي 3 35 آذربايجان غربي
  كرمانشاه 1 20 كرمانشاه
 ملاير - اسد آباد 2 20 همدان
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در . ي آلودهها ر نمونهد BYV-F/Rبا استفاده از جفت آغازگر  BYVجدايه هاي  ORF CPمربوط به  bp 615قطعه تكثير شده به اندازه  - 2شكل

 M. باندي ديده نشد) اي كه خود آن را پرورش داده و در آزمون الايزا سلامت آن را محك زده بوديم گياهي گلخانه(چاهك مربوط به نمونه سالم 
و نمونه ) 5(نمونه سلماس ، )4(، نمونه خوي )3(، نمونه مياندوآب )2(، نمونه ملاير )1(نمونه اسدآباد  (Fermentas, Cat No SM: 0321)ماركر

  )6(كرمانشاه 
  

جايي كه تعيين توالي نوكلئوتيدي و آمينـو اسـيدي پـروتئين     از آن
پوششي ابزاري موثر در تعيين تنـوع ژنتيكـي و فيلـوژنتيكي ويـروس     

ه توالي قطعـه تكثيـر   رديف سازي چندگان ، نتايج حاصل از هم)6(است 

بانك ژن نشـان  موجود در هاي  هاي اين تحقيق و توالي شده از جدايه
توالي كامل ژن  RT-PCRسازي شده در واكنش داد كه قطعه همانند

  . پروتئين پوششي ويروس زردي چغندرقند است
  

  
 با Neighbor joining روش به MEGA5.2 افزار نرم وسيله به BYV ويروس پروتئيني پوشش ژن براي شده رسم فيلوژنتيكي درخت - 3شكل

عه هاي مورد مطال جدايه. است شده برده كار به Out Group جدايه عنوان به BWYV-(EU636990) جدايه. Bootstrap ارزيابي در تكرار 1000
-H( اسدآباد- همدان جدايه ،)A-K( خوي-غربي آذربايجان جدايه ،)A-M( مياندوآب-غربي آذربايجان جدايه. اند داخل كادر خاكستري قرار گرفته

A(، ملاير-همدان جدايه )H-M(، كرمانشاه جدايه )K2(، سلماس-غربي آذربايجان جدايه )A-S .( جدايه اصفهان)IF-FJ711759( جدايه اوكراين ،
(UK-X73476) جدايه آلمان ،)Gr-x73475( جدايه امريكا ،)USA-AF190581 ( و جدايه كاليفرنيا)Cal-AF056575.(  

  

 IF-fJ711759

M-A 

S-A 

K-A 

M-H 

A-H 

K2 

 UK- X73476

 Gr-X73475

 USA-AF190581

 Cal-AF056575

 BWYV

88

86

46

35

21

3

3

6

7

1            2           3            4             5           6             M     Health 

615bp  
500bp 
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سـازي  تـرين شـباهت قطعـات همانند    بر اساس نتايج حاصله بيش

 55/97(و آمينـو اسـيدي   ) درصـد  19/99(شده در سطح نوكلئوتيـدي  
تـرين   چنـين كـم   هـم . بود) X73476(با جدايه اي از اوكراين ) درصد

 69/90(و آمينو اسـيدي  ) درصد 54/89(شباهت در سطح نوكلئوتيدي 
هـاي   يافتـه اين نتايج با  .بود) U71295(با جدايه اي ار آمريكا ) درصد

  .نيز مطابقت داشت) 23(تابع جماعت و همكاران 
هـا در دو گـروه    بر اساس درخت فيلوژنتيكي، تنوع ژنتيكي تـوالي 

هاي ايراني مورد مطالعه در اين پژوهش بـه   طبقه بندي شده كه جدايه
بـه  ) IF-fj711759) (23(همراه جدايه ايراني گزارش شده از اصفهان 

انــد  در يــك گــروه قــرار گرفتــه )X73476(همــراه جدايــه اوكــراين 
  .هاي آمريكا، كاليفرنيا و آلمان در گروه مجزا جاي گرفتند وجدايه

 DNAMANسازي چندگانـه بـه وسـيله نـرم افـزار       هم رديف
موتاســيون  33بــه نشــان دهنــده تغييــرات نوكلئوتيــدي اســت منجــر 

ت كـه  ها شده اس در اين جدايه) اند ها نشان داده شده داده(آمينواسيدي 
البتـه  . ها نيازمنـد مطالعـات گسـتره اسـت     بررسي تاثير اين موتاسيون

دهـد   تر از اين تعداد بود كه نشان مـي  هاي نوكلئوتيدي بيش موتاسيون
ــيون ــي از موتاسـ ــيون   برخـ ــوع موتاسـ ــاده از نـ ــاق افتـ ــاي اتفـ هـ

  .ثيري در نقش پروتئين نداردأبوده كه ت (Synonymos)خاموش
 تعـداد  BYV ويروس پروتئيني پوشش ژن آمينواسيدي توالي در 

 و N، R، G( آسـپاراتات  و گلايسـين  آرژنـين،  آسپاراژين، اسيد آمينو 4
D (ــه ــه ك ــب ب ــت در ترتي ــمارش 156 و 145 ،114 ،111 موقعي  ش

 Closteroviridae خانواده اعضاي تمام در و دارند وجود آمينواسيدي
 ـ در Dو R آمينواسـيد  دو). 25( انـد  شـده  محافظت نيز  پيكـره  داريپاي

 نمكـي  پل برقراري با آمينواسيد دو اين واقع در و داشته نقش ويروس
 در كه كرده ايجاد ويروس ذره مياني حفره ايجاد براي مناسب پيچشي

 آمينواسـيدهاي  ايـن ). 9( دارد عموميـت  اي رشـته  هـاي  ويـروس  تمام
 در بررسـي  مـورد  هاي جدايه پروتئيني پوشش ساختار در شده، حفاظت

 شـباهت  محققان هاي يافته با و بوده موضوع اين مويد نيز العهمط اين
  .دارد

 و تصادفي هايي موتاسيون مهاجرت، قبيل از دلايلي اساس اين بر
 هـاي  اسـترين  تركيـب  طبيعـي،  انتخـاب  راستاي در هايي موتاسيون يا

 در تفـاوت  و جديـد  اسـترين  ايجـاد  و يكـديگر  بـا  ويروس از متفاوتي
 در ژنتيكـي  هـاي  تفـاوت  ايجـاد  باعـث  تواننـد  مي آن واريته و ميزبان
  ).18( گردند خانواده اين هاي ويروس
 6 كـه  شـد  داده نشـان  )10( همكاران و دولجا مطالعات اساس بر

 ها ويروس كلسترو خانواده اعضاء درژنوم موجود هاي ژن مجموع از ژن
 زيادي گوناگوني ها ژن ساير و) اول تا ششم ORF( بوده شده حفاظت

 تحقيـق  اين در كه دارند آن مختلف هاي جنس اعضاء داخل و ينب در
) Closterovirus( جنس يك داخل در آشكاري طور به تفاوت اين

  ).10( شد داده نشان
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