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 چکيده

  و سووختگی (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV)  چغندرقند  نکروتيک  زرد  رگبرگ  هاییروسو تاکنون  

 ایرانچغندرقند   های آلوده از مزارعیشووهرمجزا در    طوربه  (Beet black scorch virus, BBSV)  چغندرقنده ياسوو

  یدر زمان و انرژ   ییجومنظور صورههذکرشوده بهویروس   دو   زمانهم  ردیابی  مطالعه این  از هدف  اند.شوده  یابیرد

ا ها بیروسو رایج(:  بدین منظور از سوه رو  اسوتفاده شود. در رو  اول )رو .  در هرآیند تشویي  آلودگی بود

ی اختصواصوی مربوب به  آغازگرهايله  وسو( بهRT-PCR) مراز با ترانویسوی معکوسای پلیواکنش زنجيرهاسوتفاده از  

سووم  این دو ویروس به ترتي  با و مجزا از یکدیگر روی ریشوه آلوده ردیابی شودند. در رو  های دوم   و   هر کدام

در یک   زمانهماما   (Simplexrt-PCR) یتکصوور   به  مراز با ترانویسوی معکوسای پلیواکنش زنجيرهاز  اسوتفاده 

. نتایج  ردیابی شودندآغازگر اختصواصوی   دو جفتکارگيری  با به  (DuplexRT-PCR)دوگانه  به صوور   و   ترموسوایکلر

گراد(  سوانتی  درجه  56)  یاختصواصو آغازگرهایاتصوال   دمای  سوازیينهبه نشوان داد که با  در رو  های دوم و سووم

 و  BNYVV از ژنوم  یجفت باز  453  و   391هدف  قطعا    پوشوشوی  به ترتي  پروتئينکد کننده   ژن  ناحيه بر  مبتنی

BBSV  یی در زمان و جوصورهه  ازنظرمناسو  بوده و   زمانهماین دو رو  جهت ردیابی    در نتيجه. یابندیم  تکثير

در مناطق کشووت    پراکنش  نقشووه  تهيهمنظور  به هاآنو همچنين قابليت اسووتفاده از    اسووت  صوورههبهمقرونانرژی 

  وجوددر شوورایگ گلیانه    یبهنژاد  یهابرنامه  در  چغندرقند مقاوم  هایلاین ییو شووناسووا یابیرزو نيز اچغندرقند  
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 مقدمه 
 چغندرقند  ویروسيی مهم  هایبیماری  از یکی ریزومانیا

 شيما   در  میلادی 50  دهه  اوایل در  ابتدا  بیماری  این. سيتا

  هيایدهيه   طی  (.Canova, 1959)  شييييد  گزارش  ایتيالیيا

 چغندرقند  کشيت  مهم  مناطق تمام  در بیماری  این  گذشيته،

اسيييت    یيافتيه  گسيييترش  اروپيا  و  متحيده ایياتت  آسيييیيا،  در

(Asher 1993; Tamada et al., 1999; Lennefors 

et al., 2000; Nielsen et al., 2001)  در  اکنون  هم  و 

  دارد  گسيييترش  دنیيا،  در  چغنيدرقنيد  کشيييت  نواحی  اکثر

(Liu & Lewellen 2005; Gilmer et al., 2017  .)

  باعث  که  اقتصييادی مهم  بیماری یک  عنوان  به بیماری  این

  شيده   شيناخته  شيود،می  دنیا در  قند عملکرد  شيدید کاهش

  بيه  این ویروس(.  Borodynko et al., 2009اسييييت )

 می  گرفتيه  نظر  در  چغنيدرقنيد  بیميارگر مضيييرترین  عنوان

در محصو     کیفیت  و کمیت  جدی کاهش  باعث  که  شود

  روش هيای محيدودیيت در دلیيل  بيه و  شيييود  چغنيدرقنيد می

بييا  ميورير،  کينيتيرليی اسييييت    بسيييیييار دشيييوار  آن  ميبييارزه 

(Biancardi & Tamada 2016; EFSA PLH 

Panel, 2020).  رقيم  روی شييييدیييد  هييایآليودگيی  در 

 کياهش  درصييييد  80بیش از    شيييکر  عملکرد  حسيييياس،

 ,.Peltier et al., 2008; McGrann et al)یيابيدمی

 زرد  رگيبيرگ  ویيروس  بيیيميياری،  ایين  عييامييل(.  2009

 کيه (  Tamada, 1975)  اسييييت  1چغنيدرقنيد  نکروتیيک

 Polymyxa  پلاسييمودیوفورومیسييتی به نامقارچ   توسيي 

betae Keskin  می  آلوده  را چغنيدرقنيد  ریشيييه بافت که 

 & Keskin 1964; Tamadaشيييود ) می منتقيل کنيد،

Kondo, 2013)  .از  ویييروس  ایيين جيينيي    عضييييوی 

Benyvirus    درون خانواده و  Benyviridae  هایپیکره   با 

 ,.Gilmer et alاسيت )  ندبخشيیشيکل و ننوم چاییلهم

اسيييید  یبونوکلئیکننوم ویروس از چهار یا پنج ر  (.2017

  12  که شيده اسيتیلتشيک 2مثبت تیِ با سين تک  ا()آران

 
1- Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) 

2- Single strand RNA plus(ssRNA+) 

3- Cap structure 

4- 3′ -poly(A)n tail  

. این  (Lennefors 2006)  کنيدمیپروتئین را کيد    13یيا  

  شييييداز اسيييتيان فيارس گزارش    ابتيدا  در ایران  بیمياری

(Izadpanah et al., 1996)    در   یباًتقر در حا  حاضيرو

  نياطق کشيييت چغنيدرقنيد کشيييور، گسيييترش داردتميام م

(Sohi & Maleki, 2004.) 

 (BBSVچغندرقند   سوختگی سیاهِ بردخاکویروس  

Beet black scorch virus,)  ،جيييينييي     بييييه

Betanecrovirus    تیره و  Tombusviridae  تعلق دارد  

(Cao et al., 2002)    طبیعييتکييه قييارچ   نيياقييل آن در 

Olpidium brassicae  بيياشييييدمييی  ( ,Junxi et al.

از    و ننوم یوجهسيييتیبای  پیکره  بيااین ویروس  (. 1999

دارای شييش چارچو    ت با سيين  مثبتایِ تکنوع آران

  برخلاف BBSVویيييييروس . ننيييييوم  خوانش باز اسييت

BNYVV، 4پلی آدنینی  دنبالهو    3کلاهک  سييياختار فاقد  

  ناحیه  در  رانویه  ساختارهای  داشتن  دلیل  بييييييييه  ولی،  است

 مسيتقل ترجمه  ینده به نام افزا 5پرایم  3  انتهای  شيونده کدغیر

 و   تکثیر  عميل  مؤرری  طوربيهکلاهيک  بيه  وابسيييتيه  غیر  و

 ,Shen & Millerگیرد )می انجيام  آن  در  هيانن  ترجميه

 1980  دهيه  اواخر  در  بيار  اولین  برای  ویروس  این(.  2007

 Cui)  شيييد شيييناسيييایی چین  از مزارع چغندرقند  میلادی

  و  (Weiland et al., 2006آمریکا )  از سيي  ،  (1988

  نيیيز  (González-Vázquez et al., 2009)  اسييي ييانيیييا

  این  بيار،  اولین  برای  زاده ولی  و  کوینیي .  شييييد  گزارش

)  چيغينييدرقينييد  ميزارع  از  را  ویيروس شيييهيرسيييتييان  ایيران 

 کردند گزارش(  رضييوی خراسييان ، اسييتانحیدریهتربت

(Koenig & Valizadeh, 2008  .)  وقوعBBSV  در 

بزرگ و    خراسييييان  چغنيدرقنيد  مزارعدر    حياضييير  حيا 

  آذربایجان  شيرقی،  آذربایجان  اردبیل، لرسيتان،  هایاسيتان

  زنجييان  و  کرمييانشيييياه   کرمييان،  همييدان،  قزوین،  غربی،

 ;Mehrvar & Bragard, 2011)  اسيييت  ییيدشيييده تي 

Samiei et al., 2017 .) 

5- 3' untranslated regions (3′UTR) 

6- Cap-Independent Translation Enhancers 

(CITEs) 
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  ای زنجیره   واکنش   فنّاوری   پیشرفت   گذشته،   دهه   طی   در 

  ننوم   یيا   نن   از   هيدف   قطعيه   تکثیر   هيای روش   دیگر   و   پلیمراز 

  تشيييخيیي    در   کيليیييدی   روش   یييک   عينيوان بييه   هييا ویيروس 

  از   بسيييیياری   در   حياضييير   حيا    در .  اسيييت   شيييده   مولکولی 

 پلیمراز ای زنجیره   واکنش   روش  تحقیقاتی   های آزمایشييگاه 

. شيود می  اسيتفاده  طورمعمو  به   غالب،   فنّاوری  یک   عنوان به 

  های محدودیت   با  همراه   ها آزمایشيگاه   در   فن   این   از  اسيتفاده 

  براین   غلبه   برای . روبروسييت   آن   باتی   بسييیار   هزینه  ازجمله 

 ایزنجیره   واکنش   تشخیصی   ظرفیت   افزایش   نیز   و  ها کاستی 

 پلیمراز  ای زنجیره  واکنش  نيام   بيه  آن  از   دیگری   نوع   پلیمراز، 

  بیش  روش   این   در .  اسييت  قرارگرفته   مورداسييتفاده   چندگانه 

 آغيازگر  جفيت   یيک   از  بیش   افزودن  بيا   هيدف   توالی   یيک   از 

 پلیمراز  ای زنجیره   واکنش .  اسييييت   تکثیر   قييابييل   مختلف، 

 آزمایشيييگاهی  ابزارهای   به  رسيييانی آسيييیب   بدون   چندگانه 

  در   فيعيياليیييت   افيزایيش   و   وقييت   در   جيویيی صيييرفييه   ميوجييب 

 RNA  تشييخی    در   تکنولونی   این .  گردد می   آزمایشييگاه 

 .  است   بوده  آمیز   موفق   بسیار 

  ایزنجیره   پلیمراز  واکنش   روش  از   این،  از  پیش 

 سه   زمانهم   تشخی   برای   دوگانه   معکوس

،    Sugarcane mosaic virus  ( SCMV)ویروس

(SCSMV  )Sugarcane streak mosaic virus  

   Apple chlorotic leaf spot virus  (ACLSV)و

(Viswanathan et al., 2008  ) ویروس(AMV )  

Apple mosaic virus  سیب   گونه  دو   در  Crab apples  

  ، Apple rootstocks  (Watpade et al., 2013 )  و

 Tomato(  TSWV)   ویروس  زمانهم   تشخی 

spotted wilt virus   ویروئید   و  (CSVd )  

Chrysanthemum stunt viroid   (Juan & 

2019 ,Velásquez  ) ویروس دو  زمان  هم  شناسایی    و 

و    Cucumber mosaic virus(  CMV) موزاییک خیار

 spotted wilt (TSWV)فرنگیگوجه  ای پژمردگی لکه

virus   Tomato   گوجه مزارع  ایران    فرنگیاز 

(Abadkhah et al., 2017  ) اما   است؛  شده استفاده  

 
 

 گزارش  BBSV  و  BNYVV  زمانهم  تشخی   تاکنون

  برای   ایبهبودیافته   روش  از   محققین  اگرچه.  است  نشده 

  ، BBSV،  BNYVV  ایقرنطینه   ویروس  پنج  شناسایی

(EMDV )  Eggplant mottled dwarf virus، 

(PZSV )  Pelargonium zonate spot virus  

  استفاده   Rice yellow mottle virus  ( RYMV)و

  روش   از   هاآن   ،وجودینا  با (.  Choi et al., 2013)  نمودند 

  استفاده   چندگانه   معکوس  ای زنجیره   پلیمراز  واکنش

  شناسایی   برای  دیگری  آزمایشگاهی  هایروش.  نکردند

 Realو    nested PCR  ( nPCR)  ازجمله  ویروس  چند

Time PCR   دارد   وجود   (Morris et al., 2001)،   اما  

  که   دارند   نیاز  تریقیمتگران   و   پیشرفته   تجهیزات   به  هاآن

 .نیستند دسترسقابل هاآزمایشگاه   اغلب در

شييييد کيه روش واکنش    ن ی بر ا   ی سيييع   ق ی تحق   ن ی ا   در 

  ی برا   1دوگانه  معکوس همراه با ترانویسيی   راز یم پل  ی ا ره ی زنج 

 چغنيدرقنيد  برد مهم خياک   روس ی و   دو   زميان هم     ی تشيييخ 

BNYVV   وBBSV  یی شيناسيا   به   ق ی تحق   ن ی ا  . گردد   م ی تنظ  

  برای   و   خواهيد کرد   کميک   یيادشيييده   یروس و   دو   زميان هم 

برای    مناسييب  ی ها ی اسييتراتژ   ن یی تع   آلوده،  مزارع  یی شييناسييا 

  و چغنيدرقنيد    مقياوم   ارقيام   انتخيا    مياننيد مزرعيه    ت یي ر ی ميد 

  ویروس   دو   به   مقاوم  چغندرقند   ی ها ن ی ت  یی شيناسيا   ن ی همچن 

 . خواهد بود   د ی مف   ار ی بس  ی اصلاح   ی ها برنامه   در 

 

 هارو   و مواد 

 کل یِاو استیراج آران نمونه آوریجمع 

تحقیقياتی ایسيييتگياه تحقیقيات طرز )مرکز   مزرعيه  از

تحقیقات و آموزش کشييياورزی و منابع طبیعی خراسيييان 

 یفرع یهایشييهر  علائم با  چغندرقند  هایریشييهرضييوی(  

رو آونييدی    یاصيييلي   یشييييهر  یفيراوان  نيکيروز  بييا  هيميراه 

.  ( 1شيکل  شيدند ) منتقل آزمایشيگاه   به سي    و  آوریجمع

 در  هاآن کردنخشييک  و  هاشييهیر ینا  تشييویسيي شيي  از  پ 

  با  یفرع  هيایریشيييه از گرمیلیم  200  یشيييگياه،آزميا یدميا

  یا انآراستخراج    .پودر شدند  ینیچ  هاون  در  عیما  تروننین

1-Duplex RT-PCR 
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  یا آرانکیيت اسيييتخراج  اسيييتفياده از  بيا    بيافيت  از  کيل

(RNeasy Mini Kit  RNA)    دسييتورالعملاسيياس  برو 

  پنج  و  شيد  انجام  (Qiagen-Germanyسيازنده )شيرکت 

  ن   در  کیفی  و  کمى  هيایبررسيييی  براى  آن  از  میکرولیتر

 .شد الکتروفورز آگارز

 BBSV  و   BNYVV روس ی و   دو   یی شناسا   و   ی اب ی رد 

ریشه  زمانهمردیابی    منظوربه  در  ویروس  های  دو 

 به شرح ذیل استفاده گردید.چغندرقند آلوده از سه روش 

همراه با    مراز پلی  ایزنجيره  واکنش:  اول  رو 

 یتک معکوس ترانویسی 

 هاییروس و جداگانه هر یک از    ردیابی   منظور به   ابتدا 

BNYVV   و  BBSV   از    ، شده ی آور جمع ی  ها نمونه   در

پلره ی زنج   واکنش  ترانو همراه  مراز  ی ای   معکيوس  ی س ی با 

 منظور به   .( 1شکل  شد ) استفاده   دو مرحله متفاوت   در   1یتک 

از    ، روس ی و   هر برای   مکمل   یِا ان ی د کتابخانه  ساخت  

و   معکوس آغازگر   شامل:   ب ی ترت   به   روس یاختصاصی آن 

r-1BNYVV    وr-1BBSV    لی ی م   10با غلظت    ک ی )هر

 با واکنش ترانویسی معکوس  . استفاده شد  ( 1جدو   تر، و م 

از   RevertAid  ی ا دومرحله کیت    استفاده 

ReverseTranscriptase    شرکت    دستورالعمل بر اساس  و

واکنش  شد.    انجام   ( USA-Thermo Scientificسازنده ) 

ردیابی  مراز  ی پل  ی ا ره ی زنج    جفت   با   BNYVVبرای 

et  Meunier)   (، 1  جدو  )  شده ی طراح آغازگر اختصاصی  

2003 al.,  ) کدکننده   545قطعه    که نن  از  بازی  جفت 

-را تکثیر می   ویروس   RNA2  قطعه ننومی   در   75P  ن ی پروتئ 

  دو مراز بيا اسيتفاده از  ی پل  ی ا ره ی واکنش زنج .  شد   انجام ،  د ن ک 

از  ی کرول ی م  همراه    ، شده ساخته   مکمل   ای ان دی تير  ک ی به 

و   م ی مستق   ی يک از آغازگرهای اختصاص ی تر از هر  ی کرول ی م 

 ( غلظت    ک ی   هر معکوس   12/ 5  و (  موتر یلی م   10با 

واکينش   تر ی کرول ی م  مخليوط    کیت   از 

DNA  Taq( Denmark -Ampliqon) مسترمیک  

 Polymerase Master Mix RED   حاوی  HCl -Tris

, 3 mM MgCl2, 0.2% 4S02pH 8.5, (NH 4)

Tween 20 ،  0.4 mM dNTPs ،  0.2 units/µl 

Ampliqon Taq DNA polymerase   حجيييم   در 

شييد.    تيير ی کرول ی م   25  یی نهيييا   ،واکيينش   ن ی ا   در انجييام 

دمييا    94دميای  در    ه ی اول   گی واسرشت شييامل    یی چرخييه 

سانت متوال   35  قه، ی دق  پنج   مدت بيه    گراد ی درجيه   ی چرخه 

دمای اتصا    ه، ی ران   30  به مدت  گراد ی درجه سانت  94شامل  

درجيه    72و    ه ی ران   40  به مدت   گرادی درجيه سانت  56  ، آغازگر

مدت   گراد ی سانت  گسترش    یت درنها و    رانیه   50  به  مرحله 

 بود.  گراد ی درجيه سانت   72در    قه ی دق   ده   به مدت   یی نها 
 

 

 
اول    -1شکل   رو   از  از    ردیابی  منظوربه نمایی  یک  هر  ی  هانمونه   در   BBSV  و  BNYVV  هاییروسوجداگانه 

 .در دو مرحله مجزا تکیمراز با ترانویسی معکووس ای پلیزنجيره  از واکنشبا استفاده   شده یآورجمع
Figure 1. A view of the first method: separate detection of each of the BNYVV and BBSV viruses in 

the collected samples using SimplexRT-PCR in two separate steps. 

 
 1-Simplex RT-PCR 
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با    سيينتز شييده  مکمل   ایِان دی   از  ، BBSV یابی رد   برای 

عنوان  به  ویروس   این  اسيتفاده از آغازگر معکوس اختصياصيی 

پيلي یيره زنيجي   واکينيش اليگيو و     قيطيعييه   یير تيکيثي   ی بيرا   تيکيی   ميراز ی ای 

ننوم، با  پرایم   3غیرکد شيونده    انتهای   یه ناح   نوکلئوتیدی  305

-BBSV1و   BBSV1-fآغازگرهای اختصاصی  استفاده از  

r   (Weiland et al., 2007 )   میلی   10غلظييت   بييا   هریييک  

ی سيه  ی با برنامه دما   واکنش   این (.  1  جدو  شيد )   اسيتفاده  موتر 

درجه    94  دمای   در   اولیه ی گ منظور واسييرشيييييييت دقیقيييييه به 

درجيه    94چرخيه شييياميل:    40و بيه دنبيا  آن    گراد سيييانتی 

به مدت    گراد سانتی درجه    45رانیه،    30  ميييدت به    گراد سانتی 

به مدت یک دقیقه و در انتها    گراد سيانتی درجه    72رانیه و    45

 .شد   اجرا   گراد سانتی درجيه   72دقیقيه در دميای    5به مدت  

همراه با   مرازیای پليرهزنج واکنش: دوم رو 

 ت گرادیان تکی معکوس  ترانویسی

همراه با    مراز ی ای پل یرهزنج   واکنش   انجام منظور  به 

  و  BNYVV  برای   1ت گرادیان   معکوس تکی ترانویسيييی  

BBSV   برنياميه  هم   ی طور جيداگيانيه ول بيه زميان بيا یيک 

 دو آر در یک دسييتگاه ترموسييایکلر،   ی سيي   ی مشييترک پ 

از    یک شده از هر مکمل ساخته   ای ان دی میکرولیتيييير از 

بيه همراه یيک میکرولیتر از هر یيييييييک از   هيا، یروس و 

یک با  هر و معکوس )  یم مسييتق   ی آغازگرهای اختصيياصيي 

( 2 جيدو  )   ویروس   هر   بيه   مربوط موتر(  لی می   10غلظيت  

پروتئین پوشيييشيييی   توالی نن کدکننده از   شيييدهی طراح 

 (Choi et al., 2013 و )از مخليييييوط    یکرولیتر م   12/ 5

 Taq DNA Polymerase Master Mixواکيييينش  

RED-Ampliqon  میکرولیتر   8/ 5  افزودن   بيا   و   مخلوط  

واکنش به   هر   یی در حجييييييم نهييييييا  یونیزهمقطر د  آ   از 

واکنش در دستگاه   این انجييييام شييييد.   میکرولیتيييير   25

  تحيت (  BIO-Rad, USA)   ت ترموسييييایکلر گرادیياني 

 (. 2شکل  )   پذیرفت   انجام   زیر   شرای  
 

جداگانه  تشیي     یبرا تکی    همراه با ترانویسی معکوس  مرازیای پلره يزنج  واکنش  یبرا  شده استفاده   یآغازگرها  -1  جدول

 BBSVو   BNYVV بردخاک یهاروسیو

Table 1. Primers used to simplex RT-PCR for the detection of sugar beet soilborne viruses (BNYVV 

and BBSV) 

Primer Sequence from 5′ to 3′ Product size (bp) TM(0C) 

BNYVV1-f ACATTTCTATCCTCCTCCAC 
545 56 

BNYVV1-r ACCCCAACAAACTCTCTAAC 

BBSV1-f ATTAGATCCCACATCCTGGTGTGGTTAATC 
305 45 

BBSV1-r GGGCACCTGGAAGACCAGGTATATAAG 

 

 

 
  BBSV و  BNYVV  برای   تگرادیان   همراه با ترانویسی معکوس تکی  مرازیای پليره زنج  واکنش  :نمایی از رو  دوم  -2شکل  

 آر در یک دستگاه ترموسایکلریسی جداگانه با یک برنامه مشترک پ طوربه 

Figure 2. A view of the second method: Gradient SimplexRT-PCR for BNYVV and BBSV separately 

with a common program in a thermocycler. 

 
 1- Gradient SimplexRT-PCR 
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 94 دمای دری  یی ابتداگمنظور واسيرشيييييتبه  دقیقه  پنج

 94چرخيه شييياميل:    40و بيه دنبيا  آن    گرادسيييانتیدرجيه  

، 52اتصيا     دماهایرانیه،   30 مييييدتبه   گرادسيانتیدرجه 

درجيه  72ريانیيه و  45بيه ميدت   گرادسيييانتیدرجيه   56 و 54

دقیقييه   5به مدت یک دقیقه و در انتها به مدت   گرادسانتی

برای تکمیل ساخت رشته    گرادسانتیدرجيه   72در دميای  

الکتروفورز محصيو  نهایی واکنش    .شيد اجرا ،مکميييييل

مراز در ن  آگاروز یک و نیم درصيد و در ای پلیزنجیره 

  ن  بيا اسيييتفياده از  یزیآمرني   انجيام شييييد.  TAEبيافر  

Green View DNA Gel Stain  .اندازه   انجام پذیرفت  

 .شدند مقایسه مولکولی نشانگر با حاصل باندهای

همراه با    مرازیای پليرهزنج  واکنش :سووم رو 

 زمانهم تگرادیان دوگانه ترانویسی معکوس

پيلي یيره زنيجي   واکينيش   انيجييام   بيرای  بييا    ميراز ی ای  هيميراه 

جهيت    زميان هم   1ت گرادیياني   دوگيانيه   ترانویسيييی معکوس 

ویروس  ننوم  یييک  ،  BBSV  و   BNYVV  هييای ردیييابی 

یيک بيا    هر )   معکوس   و   م ی مسيييتق   آغيازگر هر   از   میکرولیتر 

 12/ 5بيه    ( 2  جيدو  ویروس )   هر   از موتر(  لی می   10غلظيت  

- Taq DNA  حيياوی   مسيييتيرمیيک    کیييت   از   تر یي کرولي یي مي 

(Ampliqon, -Mix RED Polymerase Master

Denmark)  , 3 mM 4S02)4HCl pH8.5, (NH-Tris

MgCl2, 0.2% Tween 20 ،  0.4 mM dNTPs ،  0.2 

units/µl Ampliqon Taq DNA polymerase   دو   و  

بييا    ، روس یي و   هير از    ميکيمييل   یِا ان ی د   تير یي لي کيرو یي مي  و  ميخيليوط 

  بيه   واکنش حجم   شيييده   یونیزه د  آ    تر ی کرول ی م   4/ 5افزودن  

  دسيييتگياه   در مذکور  واکنش .  شيييد  رسيييانده  تر ی کرول ی م  25

 ری ز     ی شيرا   با   ( Rad, USA-BIO) ت  ترموسيایکلرگرادیان 

  ی ی ابتدا   ی گ واسرشيت   منظور به   قه ی پنج دق   : ( 3شکل  شد )   انجام 

چرخيه    40و بيه دنبيا  آن    گراد ی سيييانت درجيه    94  ی دميا   در 

  ی دما  چهار ه،  ی ران   30  ميييدت به   گراد ی سانت درجه   94شامل: 

 گرادی سيانت درجه   56و    55، 54، 52  شيامل  آغازگرها   اتصيا  

قه  ی ک دق ی به مدت   گراد ی سيانت درجه   72ه و  ی ران  30مدت  به  

 گرادی سانت درجييه   72قييه در دمييای ی دق   5و در انتها به مدت  

 . شد  اجرا  ، رشته مکميل ل ساخت  ی برای تکم 

 

 
سوم   - 3شکل   از رو   پل يره زنج   واکنش   :نمایی  دوگانه   مراز ی ای  معکوس  ترانویسی  با  ردیابی    زمان هم   گرادیانت   همراه  جهت 

BNYVV   و  BBSV 

Figure 3. A view of the third method: Gradient duplexRT-PCR at the same time to detect BNYVV and 

BBSV 
 
 

 BBSV و BNYVV زمانهمتشیي  در مراز تکی و دوگانه ای پلیبرای واکنش زنجيره  شدهاستفاده آغازگرهای  -2 جدول
Table 2. The RT-PCR primers uesd for detection of BNYVV and BBSV 

Primer Sequence (5′ to 3′) C)0TM( Product size (bp) 

BNYVV2-f TTCGGACGTCGTGAGTGTTA 53.7 
391 

BNYVV2-r AAGAGCTTGAGCCAAACCAG 53.4 

BBSV2-f TGCATTTTCTGTCGTTGGAG 53.3 
453  

BBSV2-r CCAACATTAGTCGCAGCAGA 53.6 

 
 

 1- Gradient duplexRT-PCR 
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 نتایج  

برداری انجيام  ریزميانیيا نمونيه  علائمهيای دارای  از بوتيه

  تولیيد  و هيابرگ شيييدیيد  زردی  شييياميلعلائم   شيييد. این

  و همچنین  اصييلی بود  ریشييه  روی فراوان فرعی  هایریشييه

  در بافت آوندی مردگیبافت  اصيلی،  ریشيه  طولی برش در

 (. 4)شکل  بود مشاهده قابل

  یِا ان رآاز اسيييتخراج   پ موردمطالعه،   یهادر نمونه

با اسيييتفاده از   مکمل  یِاانی( و سييياخت د5کل )شيييکل  

 BBSVو   BNYVV  آغازگرهای معکوس اختصيياصييی

  از  اسييتفاده   های مذکور باردیابی ویروس  ،طور جداگانهبه

ترانویسيييی معکوس   همراه بيا  مرازپلی  ایواکنش زنجیره 

محصييوتت واکنش    الکتروفورز  .)روش او (  انجام شييد

 ی، منجر به ردیابیبررسي  مورد  ونهمراز در نمای پلیزنجیره 

  ترتیيب  بيهمورد انتظيار    بيازی  جفيت  305  و  545  قطعيات

(.  6)شيييکيل   شيييد  BBSVو    BNYVV  هيایبرای گونيه

 BNYVVدهنده آلودگی مخلوط این بررسيی نشيان  نتایج

  ی بود.موردبررسزمان در نمونه هم طوربه BBSVو 

پيلي یيره زنيجي   واکينيش  نيتييایيج  گيرادیييانييت  تيکيی  ميرازیای 

ردیييابیزمييان  هم  یييک  در  BBSV  و  BNYVV  برای 

  تفاوتی  هیچ  که  داد  نشان)روش دوم(   یکلردستگاه ترموسا

و    54 ،52اتصيا     دمای  سيه  با  یجادشيده ا  باندهای  غلظت در

 3  و 2، 1  یهيابيه ترتیيب در چياهيک گرادیدرجيه سيييانت 56

هریيک از دمياهيای  یجيه(. درنت7  شيييکيل) نيداشيييت  وجود

دمای مناسييب برای انجام این واکنش    تواندیذکرشييده م

  هر درآر  یسي پی  محصيو   باند . با وجود این، غلظتباشيد

 BBSV  برای ردیابی گونه شيده یبررسي   اتصيا  دمای  سيه

 . بود BNYVVاز گونه  بیشتر

واکنش   الکتروفورز حاصيل از   نقوش   بررسيی نتایج 

  دوگانه  معکوس   همراه با ترانویسييی مراز  ی ای پل یره زنج 

  و   تفاوت در تشکیل   دهنده نشان )روش سوم(    گرادیانت 

 حرارت  درجه  چهار   در آر ی سيي پی  محصييوتت   تفکیک 

  56  و   55،  54،  52  اتصييييا  آغيازگر متفياوت شيييياميل 

  اتصيا   دمای  در   که به طوری . ( 8سيانتیگراد بود )شيکل  

بيانيد  ( فق   1  شيييمياره   چياهيک گراد ) ی درجيه سيييانت   52

بيا   BBSVبيازی از ننوم    جفيت   453قطعيه  حياصييييل از  

بازی  جفت   391قطعه   ردیابی شييد و تکثیر  زیاد  غلظت 

دمای اتصييا    در .  نگردید   مشيياهده  BNYVV از ننوم 

  391( قطعيه  2شيييمياره  چياهيک گراد ) ی درجيه سيييانت   54

خیلی ضييعیف   با غلظت   BNYVV  بازی از ننوم جفت 

  اصيل از ننوم بازی ح   جفت   453و از قطعه   شيد   تشيکیل 

BBSV  بود، تفکیک   شيييده یل زیاد تشيييک  غلظت که با

  گراد ی درجه سييانت   56و    55ی اتصييا   ها گردید. در دما 

بيارگيذاری    4و    3شيييمياره  هيای بيه ترتیيب در چياهيک کيه  

بازی مربوط به ننوم   جفت   391و   453قطعات  شيييدند،  

طور  و بيه   تشيييکیيل  ی، موردبررسييي هر دو گونيه ویروس 

   . واضح از یکدیگر تفکیک شدند 

 
  (ی )نوار سه خط  یفشر  رقم حساس  یهابرگدر    یکنواخت  یزرد  .1.  در مزرعه تحقيقاتی مشهد   یزومانيار  يماریب  علائم  -4  شکل 

 .یاصل ریشه  در اطرافهروان   یهرع  هاییشه ر يد تول .3  یدر بر  طول یشه ر یآوندهاو چوبی شدن  رنگ ييرتغ .2
Figure  4. Rhizomania symptoms  in Mahhad research farm. Foliar symptoms: 1.Yellowing leaves of 

susceptible sugar beets (Sharif). Root symptoms: 2. Vascular system browning and lignification; 3. 

Proliferation of lateral rootlets (beard-like appearance of taproot) 



 16 .... سوختگی  روسیو  و  چغندرقند نکروتیک  زرد رگبرگ روسیو  گونه دو  زمانهم ی ابیرد: مهرور و   ی کیدلیا ی سلطان

  شدت   سانتیگراد   درجه   56در دمای اتصا     ین، باوجودا 

  نتایج   یجه، هر دو باند از وضوح بیشتری برخوردار بود. درنت 

  این   انجام   برای   بهینه   اتصا    دمای   که   داد   نشان   بررسی   این 

  گراد ی درجه سانت   56دمای    ویروس،   دو   تفکیک   برای   واکنش 

  آر سی ، محصو  پی کنتر    عنوان (. به 8  شکل است ) مناسب  

زنج دست به  واکنش  از  پل یره آمده  عنوان  به   تکی   مراز ی ای 

  ی ها طور جداگانه در چاهک شاهد مثبت برای هر ویروس به 

و  BBSV  بازی   جفت   453)قطعه    پنج    391)قطعه    شش ( 

به   بارگذاری (  BNYVV  بازی   جفت  که  باند  شد  وضوح 

 . داد را نشان    ها یروس یک از قطعات و   مربوط به هر 

 

 
:  M   زوژل آگار  یروبر  شده    بارگذاریریشه چغندرقند آلوده دو نمونه  باهت   از  شده استیراج  کل ایِآران  نمایی از  -5شکل  

 (. تایوان   DM2300 ExcelBand™ 100 bp+3K DNA Ladder)  بازی جفت صد  ای ان دی اندازه  نشوووانگر
Figure 5. A view of total RNA extracted from infected sugar beet root tissue loaded on agarose gel. M: 

100 bp DNA ladder (DM2300 ExcelBand™ 100 bp+3K DNA Ladder, Taiwan). 
 
 

 
با  تکی  مرازیای پليره زنج  واکنش  از  حاصل   یالکتروهورز   نقو   -6شکل   راست:    آگاروز  در ژل  معکوس  ترانویسی  همراه 

  آگارز  ژل   ی درالکتروهورز  نقو  :  چپ   BNYVV  از گونه  RNA2  ژنومی  در قطعه   TGBاز ناحيه    ی جفت باز  545تکثير قطعه  

  UTR'3از ناحيه    یجفت باز  305  قطعه   تکثيردهنده  نشان   معکوس  ترانویسی  با  همراه   تکی  مرازیای پليره زنج  واکنش  از  حاصل 

منفی چاهک  1چاهک    .BBSVویروس   شاهد  موردبررس   آرسیپی  محصول:  2:    ای  ان  دی  اندازه   نشوووانگر :  M  ی نمونه 

(DM2300 ExcelBand™ 100 bp+3K DNA Ladder  تایوان .) 
Figure 6. Agarose gel electrophoresis of polymerase chain reaction with reverse transcription, right: 

Amplification of the 545 bp fragment from TGB region of RNA2 genome of BNYVV, left: 

Amplification of the 305 bp fragment from the 3'UTR region of BBSV. Lane 1: Negative control, Lane 

2: PCR product of the studied sample, M: 100 bp DNA ladder (DM2300 ExcelBand™ 100 bp+3K DNA 

Ladder, Taiwan). 
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 بحث
،  BNYVVازجمليه    متعيددی   برد خياک   هيای یروس و 

BVQ   (Beet virus Q  ،)BSBV   (Beet soil-borne 

virus  و )BBSV   ا ی ر   ی رو مياری  ی جياد ب ی شيييه چغنيدرقنيد 

آلودگی مخلوط در    صورت به ها گاهی  وس یر و این   کنند. ی م 

 Schirmer et al. 2005; Ratti)   د ن شيو ی م مزرعه مشياهده 

et al. 2005 ) آوری نمونيه هيای جمع علائم  . در این تحقیق

 یر توسي  سيا   یزومانیا ر بیماری شيده از  با علائم گزارش شيده  

اما  ؛  داشيت  ت ( مطابق Bornemann et al., 2015)  ین محقق 

  که  کردند   بیان   اروپا   و   آمریکا   در  محققین  های اخیر در سييا  

  علائم   ایجياد   ، بيدون BBSVاروپيایی   و   آمریکيایی   هيای جيدایيه 

  ریشيييه   آوندی   بافت   در  نکروز   و   برگ   در  سيييیاه  سيييوختگی 

  ریشيه   روی  فرعی   های ریشيه   تکثیر   تشيدید   موجب   چغندرقند، 

-Weiland et al., 2007; González)  شييوند می   اصييلی 

Vázquez et al., 2009 ). 

توسيي   1388شييده در سييا  انجام هاییبنا بر بررسيي 

  چهيارهر    هيادرصييييد از نمونيه  7/3مهرور و همکياران در  

 ,Mehrvar and Bragard)  ردیيابی شييييدنيدویروس  

بيه گسيييترش و  بيا .(2011 د برخياک  هياییروستوجيه 

مهم ذکرشيييده در منياطق    یروسازجمليه دو و  چغنيدرقنيد

 پراکنش  میزان  تعیین  جهت  محصو  در کشور،  ینکشت ا

 یک به توسيييعه نیازها  آن یریتمد  اسيييتراتژی  انتخا   و

  باها  زمان آنهم  تشييخی  برای سييریع و حسيياس روش

برنياميه    یيک  در  ییتنهيابيه  یيکهر    تشيييخی   یيا  یکيدیگر

قبلاً روش واکنش    .دارد وجود  مرازپلی  اییره زنج  واکنش

 زميانهم برای تشيييخی   1از چنيدگيانيهمریپل  ایزنجیره 

 Alvarez-Díaz etبيذر برد لوبیيا )  مختلف  هيایویروس

al., 2019)،  ویيروس  چينييد  (  ;Asher 1993درخيتيی 

Watpade et al., 2013  )هایویروس  برای  همچنین  و  

  و(  Mumford et al., 2000)  زمینیسيييیيب  بردخياک

  این. اسييتشييده اسييتفاده   Gitton et al., 1999))  غلات

  نیز چغندرقند  بردخاک  هایویروس شيناسيایی  برای روش

 (Harju et al., 2005)  هيایازجمليه اعضييييای جن 

Polerovirus،  Pomovirus  و  Benyvirus  نيياقيليیين  و 

شيده اسيتفاده  یت( با موفقMeunier et al., 2003ها )آن

و    BNYVVزميان  هم  شييينياسيييایی برای  تياکنون. اسيييت

BBSV  منفرد   مرازپلی  ایزنجیره   واکنش  برنياميه  یيک  از

 .است نشده استفاده 

 

 
  در ژل   BBSV  و  BNYVV  ردیابی  برای  تگرادیان   تکی  مرازیای پلره ي زنجواکنش    حاصل از  ینقو  الکتروهورز  -7شکل  

اتصال  :1چاهک  :  ویروس  هر  برایآغازگر    اتصال  حرار   درجه   سه   از  استفاده   باآگارز     ؛ گرادیسانت  درجه   52  تيمار دمای 

اتصال  :2  چاهک اتصال   : 3  هایچاهک  و  گراد یسانت  درجه   54  تيمار دمای  برنامه    گرادیسانت   درجه  56  تيمار دمای  با یک 

 DM2100)  ای  ان  دی   اندازه   نشوووانگر:  M   یکنترل منف  C:.ت یک دستگاه ترموسایکلر گرادیان  در  زمانهمآر مشترک  یسیپ

ExcelBand™ 100 bp DNA Ladder  تایوان .) 
Figure 7. Agarose gel electrophoresis of gradient simplexRT-PCR (BNYVV and BBSV) using three 

annealing temperatures for each virus. The annealing temperature used to obtain the products for 

primer each virus and duplex was: 52 oC for lane 1; 54.0 oC for lane 2, and 55 oC for lanes 3, and 56 
oC for lanes 4 Duplex. C: Negative control For BBSV and BNYVV lane 4.Lane M: 100 bp DNA ladder 

(DM2100 ExcelBand™ 100 bp, Taiwan). 

 
 1- MultiplexRT-PCR 
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پليره زنج  واکنش  از  حاصل   یالکتروهورز  نقو   -8شکل   دماها  استفاده   با  تگرادیان   دوگانه   مرازیای  آغازگر    یاز  اتصال 

تيمار   :2  چاهک  ؛گرادیسانت  درجه   52  تيمار دمای اتصال  :1چاهک  آگاروز.    ژلدر    BBSV  و  BNYVV  گونه   دو برایمتفاو   

  درجه   56  تيمار دمای اتصال  :4چاهک    و  گرادیسانت  درجه   55  تيمار دمای اتصال  :3  چاهک   گرادیسانت  درجه   54  دمای اتصال

  ان  دی   اندازه  نشوووانگر   :BNYVV.  M  برای  شاهد مثبت  :+6C  چاهک   و   BBSV  برای  شاهد مثبت  +C: 5چاهک    .راد گیسانت

 ( تایوان   DM2100 ExcelBand™ 100 bp DNA Ladder) ای
Figure 8. Agarose gel electrophoresis of gradient duplexRT-PCR (BNYVV+BBSV) using three 

annealing temperatures for each virus. The annealing temperature used to obtain the products for 

primer each virus and duplex was: 52 oC for lane 1: 54.0 oC for lane 2, and 55 oC for lanes 3, 56 oC for 

lanes 4. C+: Positive contorol For BBSV lane 5. C +: Positive contorol For BNYVV lane 6. Lane M: 100 

bp DNA ladder (DM2100 ExcelBand™ 100 bp, Taiwan ). 
 

 

mRT-PCR  بيررسيييی  بيرای  روش  تيریينمينيياسييييب 

  .( et al. Ratti, 2005) اسييييت  1مخلوط  هيایآلودگی

 اما؛  اسييت  یانرن  و  وقت در  ییجوصييرفه روش  نیا  دیفوا

معکوس   اییره پلیمراز زنج  واکنش  روش  از  اسييييت  بهتر

  این  نتایج.  شيود  اسيتفاده  روسیو  دو  ییشيناسيا  یبرادوگانه  

نتيایج سييييایر    مطيالعيه  ;Mehrvar 2009)  ینیمحققبيا 

Soltani et al., 2019  که اظهار نمودند در تعدادی از )

از مزارع چغنيدرقنيد   شيييده یآورجمعهيای آلوده  یشيييهر

مطابقت   کاملاًکشيور، هر دو ویروس ردیابی شيده اسيت، 

 یک  با  ویروس  دوزمان هم  داشييت. بطوریکه شييناسييایی

زنج  واکنش  برنييامييه  یرپييذامکييان  معکوس  اییره پلیمراز 

 PCR  محصيوتت سياده  شيناسيایی  با روش  این در. گردید

 فراهم  را ترو ارزان  ترسيریع  تشيخی  امکان  الکتروفورز  با

  ،2آنزیمی  برش  مياننيد  پیچیيده   مراحيل  بيه  نیيازی  و  کنيدمی

  تعیین  و  4سيييازیشيييبیه  ،3آمید آکریل پلی ن   الکتروفورز

تهیيه و اصيييلاح   ینيهدر زم  هيایيتاز فعيال  یکی  .نيدارد 5توالی

  هایبيذر چغنيدرقنيد، ارزیيابی و غربيالگری مقياوميت ننوتیي  

 
1- Mixed infections 

2- Restriction treatments 

3-Polyacrylamide gel electrophoresis 

آميده از مرحليه اصيييلاحی در مزرعيه آلوده بيه  دسييييتبيه

دو   زمانهمتوجه به حضيور   با.  اسيت یویروسي   هاییماریب

  آلوده،  مزارعویروس یيادشيييده در ریشيييه چغنيدرقنيد در  

معتقد را دچار خطا کند. محققین   هایابیاین ارز  توانييدمی

هسييتند که یکی از عوامل شييکسييته شييدن مقاومت ارقام  

)  یدارا  چيغينييدرقينييد ميقيياومييت   یهييانن  یييا(  Rz1نن 

(Rz2+Rz1  بيه )BNYVV  حضيييور  از    یتوانيد نياشييي یم

BBSV  بياشييييد ((Yilmaz 2016ردیيابی و    یجيه. درنت

و بررسيييی   BNYVVهمراه با    هاییروسشييينياسيييایی و

هيا قبيل از ارزیيابی خصيييوصيييیيات مولکولی هریيک از آن

. رسييدیدر مزرعه آزمایشييی ضييروری به نظر م  هاننوتی 

عياميل بیمياری و    نوعدر تشيييخی     توانيدیم  مطليب  این

در  چغنيدرقنيدجلوگیری از خطيا در ارزیيابی مقياوميت ارقيام 

 .مزرعه بسیار حائز اهمیت باشد

در  (  Norouzi et al., 2015)   نوروزی و همکاران  

نشييييانگرهيای    تحقیقيات خود نشييييان دادنيد کيه نتيایج 

SCAR-SNP  که با ننRz1   ،یج با نتاپیوسيتگی داشيته  

4- Cloning 

5  - Sequencing 
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  هيای ارزیيابی مقياوميت بيه ریزوميانیيا در مزرعيه در جمعیيت 

با توجه به    دارند. درصيد توافق    95تا  85اصيلاحی حدود 

بيه    هيای کلاسيييیيک گزینش برای مقياوميت آنکيه روش 

از نوع   هيای ویروسيييی از جمليه بیمياری ریزوميانیيا بیمياری 

یکنواختی    و اقلیمی  فنوتی ی بوده و وابسيييتيه بيه شيييرای   

این فعالیت تحقیقاتی  و  پراکنش ویروس در خاک اسيت 

. در این فعالیت  گیرد   انجام   زراعی در فصييل   بایسييت ی م 

حسيياس بوده ولی مقاومت  بعضييی گیاهان  ممکن اسييت 

این  رو با اسيتفاده از ، از این از خود نشيان دهند   ی ا مزرعه 

زميان دو ویروس را در ریشيييه ننوتیي   هم   ردیيابی   روش 

  عنوان بيه بيا دقيت بيات  در گلخيانيه    اصيييلاحی جيدیيد هيای  

مولکولی    نشيييانگرهای بعد از اسيييتفاده از تکمیلی  روش 

  د. ناسييایی نموسييطح ننوتی ی شيي  مقاوم را توان گیاهان  می 

در طو  فصيييل  ای با حذف ارزیابی مزرعه به این ترتیب  

کياهش تعيداد ننوتیي  هيا   در مراحيل اولیيه و بيا   زراعی 

مزرعييه،   در  و کیفی  ارزیييابی کمی  فراینييد زمييان  برای 

را کياهش و سيييودمنيدی انتخيا  را افزایش   اصيييلاحی 

بيه آن   توان ی از فوایيد دیگر این روش کيه م   خواهيد داد. 

به این دو  آلوده  سيييریع مزارع   شيييناسيييایی   ، اشييياره نمود 

  تعیین   بيا صيييرف انرنی، وقيت و هزینيه کمتر،   ویروس 

  انتخا  ازجمله   مناسيب  و  درسيت  مدیریت   های ی اسيتراتژ 

 است.   با گیاهان غیر میزبان   تناو    یا   مقاوم   رقم 
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Abstract 
Background and Objectives 

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) and Beet black scorch virus (BBSV) have been 

observed in infected sugar beet roots from Iranian fields. This study aimed to detect the 

two viruses simultaneously to save time and energy during the infection detection process.  

Materials and Methods 

Three methods were utilized in this study. Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) was used to detect two viruses following total RNA extraction from the farm 

sample. In the first method (the standard method), the mentioned viruses were identified 

by amplifying 545 bp fragments from the TGB region of the RNA2 genome of the BNYVV 

virus and 305 bp fragments from the 3'UTR region of the BBSV virus using specific 

primers. Viruses on an infected root were identified using RT-PCR with primers specific 

to each virus and performed independently. In the second and third methods, we 

employed simplex and duplex RT-PCR gradient methods to simultaneously identify two 

viruses at annealing temperatures of 52, 54, and 56 °C. To this end, virus-specific primers 

(designed from a part of the gene encoding the coat protein) were used separately but 

simultaneously with a common PCR program in a thermocycler. These specific primers 

amplified 391 and 453 bp fragments of the BNYVV and BBSV coat proteins, respectively. 

Results 

The study's findings show that by performing simplex and duplexRT-PCR simultaneously 

and optimizing the annealing temperature of primers from the gene encoding the protein 

coat, target fragments of 453 and 391 bp from BBSV and BNYVV, respectively, are 

amplified. This study found that an annealing temperature of 56 °C is the optimal 

temperature for duplex RT-PCR to separate the two viruses. Consequently, simultaneous 

identification of the BNYVV and BBSV was achieved through this method. 

Discussion 

The present study demonstrates that simplex and duplexRT-PCR are suitable for 

simultaneous detection and are cost-effective in terms of saving time and energy. They can 
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also be used to prepare distribution maps in sugar beet cultivation areas and to evaluate 

and identify resistant sugar beet lines in breeding programs under greenhouse conditions. 
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