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  چکیده

باشد، موجب خسارات شدیدي می (1BNYVV)زرد نکروتیک چغندرقند بیماري ویروسی ریزومانیا که عامل آن ویروس رگبرگ

گیاهان چغندرقند  در BNYVVایداري مقاومت به ویروس در تحقیق پیش رو، پ. گردداز طریق کاهش عملکرد محصول می

این ویروس نسبت  Aپاتوتیپ ) CP 21(بر علیه پروتئین پوششی  ScFV)(زنجیره بادي تکحامل ژن رمزکننده پلنتی تراریخت

-512 هاي گیاهانهمسانه. مورد بررسی قرار گرفت (2BSCTV-Ir)به جدایه ایرانی ویروس پیچیدگی شدید بوته چغندرقند 

T1:A3-7 ،514-T1:A3-7  506و-T1:A3-7 558هاي گیاه و همسانه-T1:SF-5,6 هاي تراریخت به ترتیب متعلق به نتاج لاینA3  و

SF هاي با ویروسBNYVV  وBSCTV یر زمان جهت بررسی تأثهر یک به طور جداگانه و نیز با هر دو ویروس به طور هم

از طریق ، BSCTVتأیید آلودگی گیاهان چالش داده شده با ویروس  .اده شدندچالش دهاي ویروسی بر مقاومت، برهمکنش

 Polymyxa betaeو استقرار قارچ  BNYVVجهت سنجش غلظت ویروس . گرفتانجام  PCRمشاهده علائم ظاهري و آزمون 

Keskin )ناقل ویروس BNYVV (هاي یزي اسپورآمدر ریشه گیاهان تلقیح شده با این ویروس، از آزمون الایزا و رنگ

مقاومت گیاهان  BSCTVو  BNYVVزمان گیاهان به دو ویروس نتایج نشان داد که آلودگی هم .استراحتی استفاده گردید

هاي به علاوه، میزان حساسیت نتاج لاین. دهدرا تحت تأثیر قرار نمی BNYVVو مقاوم به ویروس  ScFVتراریخت حامل ژن 

دهنده اختصاصیت و پایداري این مطالعه نشان. مشابه تیپ وحشی ارزیابی گردید BSCTVبه ویروس  SFو  A3تراریخت 

  .باشدمی ScFVدر گیاهان چغندرقند تراریخت بیان کننده ژن  BNYVVمقاومت به ویروس 

  

  یروسیچالش وبادي، پلنتی، BNYVV ،BSCTVچغندرقند،  :کلمات کلیدي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

                                                        
1 Beet necrotic yellow vein virus 
2 Iranian isolate of Beet severe curly top virus 
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  مقدمه

بیماري . شودایران محسوب میجهان و تأمین شکر در  یکی از منابع عمدهبه عنوان ) .Beta vulgaris L(گیاه چغندرقند 

هایی است که خسارات اقتصادي شدیدي را از طریق کاهش ترین بیماريریشی یا ریزومانیا از جمله مهمویروسی ریشه

قند زرد نکروتیک چغندر، ویروس رگبرگاريعامل این بیم. سازدعملکرد و نیز کاهش میزان عیار قند به این محصول وارد می

)BNYVV( عضو تیپ جنس ،Benyvirusیکه توسط ناقل قارچ باشد، می Keskin Polymyxa betae ز شاخه ا

Plasmodiophoromycota ش از یبروس را یوتواند می یهاي استراحتل اسپورکیتشاین قارچ با جایی که از آن. یابدانتشار می

 ,Abe and Tamada(کارگیري ارقام مقاوم است روش مؤثر کنترل این بیماري، به ماید، بنابرایننظ حف كدر خاسال  15

کاري کشور نشان داده شده این بیماري در اکثر مناطق چغندرقند در ایران نیز شیوع گسترده .)Rush et al., 2006؛ 1986

ري مهندسی آنتیاوهاي ویروسی، فنراي کنترل بیماريها بترین راهبردبخشیکی از امید). Farzadfar et al., 2007(است 

شگاه ملی مهندسی این راهبرد در پژوه. )Goldbach et al., 2003(است بادي در گیاهان هاي نوترکیب و بیان آنتیبادي

بیماري  عاملترین پاتوتیپ شایعآمیز جهت ایجاد گیاهان چغندرقند مقاوم به وري به صورت موفقیتافنژنتیک و زیست

 ,Pajoum-Shariaty(مورد استفاده قرار گرفته است ) Farzadfar et al., 2005(در کشور ) Aپاتوتیپ (ویروسی ریزومانیا 

هاي مهم اقتصادي چغندرقند است که توسط ویروس تاپ نیز یکی دیگر از بیماريبیماري پیچیدگی بوته یا کرلی). 2005

(3BCTV)  متعلق به جنسCurtovirus شده اد ایج)Stenger, 1997( کشور  قنداي در مزارع چغندرو داراي شیوع گسترده

هاي ویروسی هماحتمال شکسته شدن مقاومت به ویروس هدف در آلودگی به با توجه. )Farzadfar et al., 2006(باشد می

مقاومت گیاهان تراریخت حامل ق، در این تحقی. این گیاهان از اهمیت بالایی برخوردار استهاي زیستی ارزیابی چالشزمان، 

زمان به دو ویروس در آلودگی هم )BNYVVویروس  Aمربوط به پاتوتیپ  پوششی تهیه شده در برابر پروتئین( ScFVژن 

BNYVV جدایه ایرانی ویروس  وBSCTV )BSCTV-Ir ؛Bolok-Yazdi et al., 2008( نتایج حاصل  .مورد ارزیابی قرار گرفت

  .کرد سازي در سطح تجاري کمک خواهدهاي مقاوم و با قابلیت رهاعرفی لاینبه م ،از این تحقیق

 

  هامواد و روش

هاي و همسانه) A3نتاج لاین تراریخت ( T1:A3-7-506و  T1:A3-7، 514-T1:A3-7-512 هاي گیاهانهمسانه ،ن پژوهشیدر ا

هاي ینلا T1جهت بررسی میزان مقاومت در نسل . دمورد استفاده قرار گرفتن) SFنتاج لاین تراریخت ( T1:SF-5,6-558 گیاه

براي انجام چالش زیستی با ویروس . ندگردید تکثیر با استفاده از روش کشت بافتهاي داراي ژنوتیپ یکسان همسانه ،تراریخت

BNYVV  وBSCTV-Ir  استفاده  برگی 8تا  6گیاهان در مرحله ، از ویروساین دو زمان به تنهایی و نیز در حضور همهر یک

به  در گلخانه ایزوله انجام گرفت وو تکرار  3تمامی مراحل چالش ویروسی در قالب طرح آزمایشی کاملأ تصادفی در  .گردید

و رقم تجاري  )wild type-WT(اه غیر تراریخت حساس به بیماري ریزومانیا یگ يهاي تراریخت، تعداداهان لاینیهمراه گ

در این آزمون،  .و کنترل مثبت در خاك آلوده کاشته شدند یبه عنوان کنترل منفبه ترتیب ، )Dorothea(مقاوم به این بیماري 

 .به کار گرفته شد) 1:1(، مخلوط خاك سبک با خاك آلوده مزارع استان فارس BNYVVبراي تلقیح گیاهان با ویروس 

حاوي سازه  Agrobacterium tumefaciens، از باکتري BSCTV-Irهمچنین به منظور تلقیح گیاهان با ویروس 

pBin1.7BSCTV-Ir کوبی با اگروباکتریوم به روش مایه)Agroinoculation (هاي جوان تزریق به سطح زیرین برگ از طریق

، علائم تیپیک بیماري پیچیدگی بوته BSCTV-Irگیاهان با ویروس  روز از زمان تلقیح 35تا  30پس از گذشت . استفاده شد

-BSCTVآر به کمک آغازگرهاي اختصاصی ویروس سیآزمون پی گیاهان، باآلودگی ویروسی در این . دبررسی گردیچغندرقند 

Ir )زمان تلقیح گیاهان با ویروس از ، روز 60 گذشتپس از. شد بررسی) مربوط به ناحیه ژن پروتئین پوششیBNYVV از ،

 BNYVVهاي اختصاصی ویروس باديکمک آنتی به )DAS-ELISA(الایزا  آزمونو در ه یته ییها اهان نمونهین گیشه ایر

                                                        
3 Beet curly top virus 



 
 

 

 ٣

)Bioreba ،هاي مربوط به ریشه گیاهان دو تکرار از هر یک از عصارهشامل  زایت الایهر پل. قرار گرفتبررسی مورد ) سوئیس

ط یشراو رویش یافته در روس یچالش نشده با و) (WT( غیر تراریخت تیپ وحشی اهیشه گیعصاره رسه تکرار از  تلقیح شده و

اه یمربوط به عصاره گ يجذب نورمیانگین  يبر مبنا، لودگیسنجش آمعیار  به عنوان ینیمع )cut off(حد آستانه . بود) ایزوله

مربوط به  ين جذب نوریانگیمگیاهانی که  .محاسبه شد X̄H + 3SDنانومتر با فرمول  405در طول موج رآلوده یخت غیرتراریغ

عنوان مقاوم  به ،بودکمتر  عدد معیاراز در مواردي که این میزان به عنوان حساس و  ،بودمعیار شتر از عدد یها بآنعصاره 

ها منفی اهانی که نتیجه الایزاي آنیشه گیا، ریزومانیر يماریروس عامل بیها به وشهیر ینان از آلودگیاطم يبرا. شناخته شدند

   .بود، رنگ آمیزي شدند
 

 
 

 نتایج و بحث 

 آرسیپی، BNYVVهاي استراحتی قارچ ناقل ویروسآمیزي اسپوررنگ، الایزاهاي آزمونج ین دهنده نتانشا 1جدول  ياه داده

و ) A3نتاج لاین تراریخت ( T1:A3-7-506و  T1:A3-7 ،514-T1:A3-7-512گیاهان هاي همسانه يبر روبررسی علائم ظاهري  و

هر یک به  BSCTV-Irو  BNYVV الش داده شده با ویروسچ ،)SFنتاج لاین تراریخت ( T1:SF-5,6-558هاي گیاه همسانه

بیانگر  نتیجه آزمون الایزا، SFو  A3در هر دو لاین تراریخت . باشدمیزمان طور جداگانه و نیز با هر دو ویروس به طور هم

هاي سپورا .است BSCTV-Irبا ویروس  زمانو نیز در حضور هم به تنهایی BNYVVمقاومت گیاهان چالش شده با ویروس 

به تنهایی و نیز در  BNYVVهاي چالش شده با ویروس شه همسانهیدر رریزومانیا نیز  يماریاستراحتی قارچ ناقل عامل ب

اه در طول مدت چالش را یگ یزبان، آلودگیاه میشه گیوجود قارچ در ر. مشاهده گردید BSCTV-Irبا ویروس  زمانحضور هم

ها و تورم زگیل مانند بر قند شامل پیچیدگی شدید برگبیماري پیچیدگی بوته چغندرتیپیک علائم  همچنین .کند یمتأیید 

ویروس با  زمانهمبه تنهایی و در حضور  BSCTV-Irویروس چالش شده با هاي جوان گیاهان ها در برگروي رگبرگ

BNYVV  در هر دو لاین تراریختA3  وSF آر به کمک آغازگرهاي اختصاصی ویروس سیدر آزمون پی. مشاهده گردید

BSCTV-Ir ویروس گیاهان چالش شده با باز در جفت 761، باند مورد نظر به طولBSCTV-Ir زمانهایی و در حضور همبه تن 

 تغییردهنده عدم نتایج نشان .بودتمام گیاهان این دو لاین به این ویروس  آلودگیمؤید تکثیر گردید که  BNYVVبا ویروس 

این در سطح مقاومت اساس ، تغییري این بر  .باشدمی BSCTV-Irویروس به  SFو  A3هاي تراریخت لاینحساسیت میزان در 

این حالت، احتمالاً ناشی از فقدان رابطه سرولوژیک بین این دو . ایجاد نگردید BSCTV-Ir گیاهان پس از آلودگی به ویروس

بادي وسیع الطیف استفاده گردد، سطوحی از مقاومت در برابر یک پلنتیز زمانی که اتنها به عبارت دیگر، . ویروس است

مقاومت این دهنده اختصاصیت و پایداري نتایج نشان ن یا). Xiao et al. 2000(هاي غیر هدف مورد انتظار خواهد بود ویروس

  . باشدمی BSCTV-Irزمان با ویروس در آلودگی هم BNYVVگیاهان به ویروس 
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 BNYVV و BSCTV-Irهاي ویروسبا  WTو  Dorothea و غیر تراریختSF و  A3هاي تراریخت چالش گیاهان لاینج ینتاخلاصه  - 1جدول 

 BNYVV BSCTV-Ir تکرار تیمار نتاج 1نام لاین

مشاهده     

 اسپور

            ELIZA  
 مقاوم             حساس 

وضعیت 

 احتمالی

علائم 

 3ظاهري

PCR  وضعیت

 احتمالی

 منفی مثبت

T1: A3-7 514  - 3  -  -  -  -  - 0 3  - 

  BNYVV only 3 مقاوم 3 0 مثبت  -  -  -  - 

  BSCTV-Ir only 3  -  -  -  - + 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

 حساس 0 3 + مقاوم 3 0 مثبت 3

T1: A3-7 512  - 3  -  -  -  -  - 0 3  - 

  BNYVV only 3 مقاوم 3 0 مثبت  -  -  -  - 

  BSCTV-Ir only 3  -  -  -  - + 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

 حساس 0 3 + مقاوم 2 1 مثبت 3

T1: A3-7 506  - 3  -  -  -  -  - 0 3  - 

  BNYVV only 3 مقاوم 2 1 مثبت  -  -  -  - 

  BSCTV-Ir only 3  -  -  -  - + 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

 حساس 0 3 + مقاوم 3 0 مثبت 3

T1: SF-5,6 558  - 3  -  -  -  -  - 0 3 - 

  BNYVV only 3 مقاوم 2 1 مثبت - - - - 

  BSCTV-Ir only 3 - - - - ++ 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

 حساس 0 3 ++ مقاوم 3 0 مثبت 3
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 .تعیین نشده .N.D - 2         .ها ایجاد گردیده استخت که از آن همسانهین نشان دهنده نام والد اصلی ترارینام لا - 1

 .استفاده شده است+ تا سه  یکه بنا بر شدت آن از علامت کدگی برگ بوده است یپیچمشاهده  يماریمنظور از علائم ب - 3

WT   - 3 - - - -  - 0 3 - 

  BNYVV only 6 N.D.2 6 0 حساس - - - - 

  BSCTV-Ir only 3 - - - - +++ 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

7 N.D. 5 2 حساس 0 3 +++ حساس 

Dorothea   - 3 - - - -  - 0 3 - 

  BNYVV only 6 N.D. 0 6 مقاوم - - - - 

  BSCTV-Ir only 3 - - - - +++ 3 0 حساس 

  BNYVV & 
BSCTV-Ir 

7 N.D. 1 6 حساس 0 3 +++ مقاوم 
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The effect of co-viral infections on the resistance of transgenic sugar beet plants expressing 
ScFV-encoding gene against Beet necrotic yellow vein virus coat protein 

 
*Mardani Mehrabad H.1,2, Moshiri F.1,5, Khoshnami M.2, Malboobi M. A.1, Golnaraghi A. R.3, 

 Norouzi P.4 

 

1National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran. 2Department of Plant 
Pathology; 3Department of Plant Protection, College of Agriculture and Natural Resources, Science 
and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran 14515-775, Iran. 4Sugar Beet Seed Institute, 

Karaj, Iran. 5Department of Plant Biotechnology, College of Agriculture and Natural Resources, 
Ferdowsi University of Mashhad 
h_mardanimehrabad@yahoo.com  

 
Rhizomania disease of sugar beet, caused by Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), is responsible 
for severe yield losses. In the present work, the stability of BNYVV-resistance in transgenic sugar 
beet plants, carrying the encoding single-chain monoclonal antibody gene (ScFV) against coat protein 
(CP 21) of BNYVV pathotype A, to the Iranian isolate of Beet severe curly top virus (BSCTV-Ir) was 
studied. Cloned plants of 514-T1:A3-7, 512-T1:A3-7 and 506-T1:A3-7, and 558-T1:SF-5,6, the 
progenies of transgenic lines of A3 and SF, respectively, were challenged by BNYVV singly, BSCTV 
singly, and by both viruses to investigate on the effects of virus-virus interactions on the resistance. 
To confirm BSCTV infection of the plants, symptoms observation and PCR assays were used. 
Establishments of Polymyxa betae Keskin (vector of BNYVV), and concentration of BNYVV in 
BNYVV-inoculated roots were tested by the resting spores staining method and ELISA technique. 
The results indicated no-changes in the level of BNYVV-resistance in transgenic plants, carrying the 
ScFV gene, co-infected with both viruses. Moreover, the susceptibility of the transgenic plants 
infected with BSCTV was similar to that of wild type plants. This study reveals the specificity and 
stability of resistance to BNYVV in the transgenic sugar beets expressing ScFV-encoding gene.  
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