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سرم جدايه ايراني ويروس زردي نكروتيك رگبرگ  سازي و توليد آنتي خالص

  چغندرقند عامل بيماري ريزومانيا

Purification and antiserum production of Iranian isolate of Beet 

Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV), the causal agent of sugar beet 

rhizomania disease 
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سرم جدايه ايراني ويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقند عامل بيماري  سازي و توليد آنتي خالص .1389.  ايزدپناه. ياسايي و ك. دارابي، م. س

  53-66): 1(26مجله چغندرقند . ريزومانيا

  
  چكيده

گنايي  مهم ريشهعامل بيماري  )Beet necrotic yellow vein virus (ويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندر قند

  منظور استفاده  به ، در شيراز  1384 سال   طيدر تحقيق حاضر    . استدر چغندرقند    (Rhizomania) يا ريزومانيا 

هـا در    از ايـن روش     و نيـز اسـتفاده     در تـشخيص بيمـاري    ) ازجمله آزمون اليـزا   ( هاي سرولوژيكي  از روش 

 ويـروس مـذكور    جدايـه ايرانـي  پلاسم متحمل به بيماري،  انتخاب ژرمجهتهاي اصلاحي چغندرقند    برنامه

 زنـي  مايهسازي با    بدين منظور ابتدا بافت موردنياز براي خالص      . دشبادي عليه آن توليد      سازي و آنتي   خالص

.  تهيـه شـد  Willd Chenopodium quinoa هـاي  ، روي بـرگ كور مـذ عصاره برگ چغندرقند آلوده به ويروس

گيري بافت آلوده در بـافر فـسفات، تـصفيه      شامل عصارهC. quinoa هاي آلوده  بوتهسازي ويروس از خالص

 و سانتريفوژ كردن در سـتون سـوكروز داراي    درصد20مقدماتي، سانتريفوژ كردن از ميان بالشك سوكروز    

صورت پراكنده كه عمدتاً در سه ناحيه داراي    باند ويروسي در لوله سانتريفوژ به      ،تدر نهاي . شيب چگالي بود  

طور زير جلدي به خرگوش  سرم، ويروس خالص شده به   براي تهيه آنتي  . دشفشردگي بيشتري بود، تشكيل     

و از جذب با عصاره گياه سالم و جداسـازي گامـاگلوبولين            سرم حاصل پس   آنتي. لندي تزريق شد  سفيد نيوز 

سرم تهيه شده داراي كيفيت بالايي   آنتي. بادي متصل به آنزيم، براي آزمون اليزا قابل استفاده بود          تهيه آنتي 

سسات ؤآنتي سرم مذكور براي انجام تحقيقات موردنظر در م.  ندادي نشانبود و با عصاره گياه سالم واكنش     

  .استآموزشي و پژوهشي قابل استفاده 

  

  BNYVV ريزومانيا، ، ويروسسازي قند، خالصسرم، چغندر اليزا، آنتي آزمون :هاي كليدي واژه

                                         
  Darabi@farsagres.ir           نويسنده مسئول- *        مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي فارس پژوهشي مربي  - 1

  ش تحقيقات اصلاح و تهيه بذر و نهال  بخ-مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي فارسپژوهشي مربي   - 2

  شناسي گياهي، دانشكده كشاورزي دانشگاه شيراز مركز تحقيقات ويروساستاد   - 3
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  مقدمه

گنــــايي يــــا ريزومانيــــا  بيمــــاري ريــــشه

)Rhizomania ( تــرين  از مهــم  يكــيدر حــال حاضــر

عامـل  . شـود   محسوب مي در دنيا هاي چغندرقند  بيماري

 ويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقند      ،بيمارياين  

Beet necrotic yellow vein virus ــل آن  و ناق

Polymyxa betae Keskin  اسـت (Tamada and 

Baba 1973; Tamada 1975; Richards and 

Tamada 1992).  

 .Putz et al) اين بيماري انتـشار جهـاني دارد  

1990; Asher 1993) و در ايران نيز اولين بار در سال 

 توسط ايزدپناه و همكاران از فارس گـزارش شـد      1375

 سـپس وجـود آن در اكثـر       .)1375 و همكاران    ايزدپناه(

 ـ     دارابـي و  (ه اثبـات رسـيد   نواحي چغنـدركاري كـشور ب

 ؛1379 توده فـلاح و همكـاران        ؛1382و1377همكاران  

 شهرآئين و همكاران    ؛1379 جعفرپور و فلاحتي رستگار   

ــزان خــسارت ). Mehravar et al. 2009؛ 1379 مي

 پ ويـروس،  بيماري بستگي به ژنوتيپ چغندرقند، پاتوتي     

 بيمـاري، زمـان آلـودگي و        )Inoculum (ميزان زادمايه 

 ;Scholten and Lange 2000) شرايط اقليمـي دارد 

Rush et al., 2006; Mcgrann et al. 2009) . در

 عملكردكاهش هاي شديد بر روي رقم حساس،      آلودگي

 نيز  درصد90 و در مواردي تا   درصد 60 تا   50شكر بين   

ــت  ــده اس ــزارش ش  ;Richard-Molard 1985) گ

Johansson 1985; Asher 1993; Henry 1996) .

ريـشه بـه    از كـاهش عملكـرد    ناشـي اين كاهش عمدتاً 

چنين كاهش    و هم   درصد 90 و در مواردي تا      50ميزان  

 Henry) اسـت   درصـد 48 تـا  8قند ريشه بـين   درصد

1996).   

BNYVV جـنس  متعلـق بـه   حال حاضـر      در  

Benyvirusاســــت  (Tamada 1999; Van 

Regenmortel et al. 2000; Rush 2003) .  ايـن

ناپذير و دسـت كـم داراي    اي شكل، خمش ويروس ميله 

لاي مثبت در چهـار پيكـره بـه           تك RNA چهار قطعه 

 حدود  ي نانومتر و قطر   390 و   265،  100،  85هاي   طول

 ;Brunt and Richards 1989)  نـانومتر اسـت  20

Richards and Tamada 1992) .ــ از   ضيدر بعـ

 Koenig)  شده استمشاهده نيز  پنجم قطعه،ها جدايه

et al. 1997; Tamada 1999; Koenig and 

Lennefors 2000) .RNA1  شـامل يـك   ويروس

اسـت   )open reading frame (چهارچوب ژني

  دخالــــت دارد ويــــروس در تكثيــــر   كــــه

)Bouzoubaa et al. 1987( .RNA2 داراي 

ن پوششي نيـز    پروتئي و چهارچوب ژني است     شش

يـن      هم .شود توسط آن كد مي    در  RNAچنـين ا

 يهاي گياه هاي ويروسي در سلول پيكرهحركت 

.Bouzoubaa et al) داردنقش   1986; Brunt 

and Richards 1989; Richards and Tamada, 

1992). RNA1و  RNA2  ــودگي لازم آل ــراي   ب

آلـوده        بافـت   وجـود دارنـد    هستند و هميشه در 

(Koenig et al. 1986; Koenig and 

Burgermeister 1989). RNA3 و RNA4 
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. هريــك شــامل يــك چهــارچوب ژنــي هــستند 

RNA3 م و انتشار ويروس ي توسعة علااز طريق

فــزايش تــوان  ســبب اي در سيــستم ريــشه   ا

 ـزا بيمـاري   ;Kuszala et al. 1986) دشـو  ي مـي ي

Koenig et al. 1991). RNA4  ــال تقـ ن  در ا

ناقـل نقـش          آلـودگي   جهـت  و   ردداويروس بـا 

 ;Tamada and Abe 1989) است ضروريطبيعي 

Richards and Tamada 1992). RNA5 در 

درون ريـشه   ويروس  تسهيل انتشار سيستميكي    

تــــشديد علا ــاريميــــو   دخالــــت دارد  بيمــ

(Miyanishi et al. 1999; Liu et al. 

2005) .RNA3 و RNA4 ــودگي آل ــشه در   همي

 تمـام يـا   عمـولاً م ولي دارندطبيعي ريشه وجود   

تقـال مكـانيكي مكـرر          بخشي از آن   ثر ان ها در ا

.Koenig et al. 1986 (شود حذف مي (  

 هـاي  روش  كـاربرد  ماهيت بيمـاري،  با توجه به    

جمله تاريخ كاشـت، روش آبيـاري و تنـاوب           از (زراعي

 شـيميايي و بيولـوژيكي در  هاي  چنين روش  هم،  )زراعي

 هاي از رقم  استفاده  لذا ويستن مؤثر چندان آن مبارزه با

بيمـاري  ايـن   ثر بـا    ؤتنها راه مبارزه م ـ    بهترين و مقاوم  

 ;Harveson and Rush 1994) شـود  محـسوب مـي  

Asher and Kerr 1996; Wisler et al. 1999; 

Biancardi et al. 2002; Harveson and Rush 

 نيــز )هـا  ژنوتيـپ  ( پلاسـم  ژرمسـطح مقاومـت   . (2002

ها دارد و    در ريشه آن  موجود   ويروس   غلظتبستگي به   

متحمـل بـه بيمـاري       هـاي  پلاسـم  بر ايـن اسـاس ژرم     

 ;Tuitert et al. 1994) شـوند  شناسايي و گزينش مي

Asher and Kerr 1996).  

از  پلاســم  گونــه ژرمبــراي شناســايي ايــن  

ــي  روش ــتفاده م ــددي اس ــاي متع ــه يكــي  ه از  شــود ك

 تسته  ل سرولوژيكي ازجم  هاي آزمونها   ترين آن  ل متداو

طـور   امـروزه از ايـن آزمـون بـه      .  اسـت  (ELISA) اليزا

ر دچنــين   و هــمBNYVVبــراي تــشخيص وســيعي 

  پلاسـم  قند براي انتخاب ژرم   هاي اصلاحي چغندر   برنامه

 ، هـستند  در ريشهترين مقدار ويروس   كه داراي كم   برتر

 Giunchedi et al. 1985 and) شـود  اسـتفاده مـي  

1987; Whitney 1989; Wisler et al. 1994; 

Pelsey and Merdinoglu 1996; Scholten et 

al. 1996; Scholten and Lang 2000; 

Biancardi et al. 2002; Amiri et al. 2003). 

 سـرم عليـه    تحقيق حاضر تهيه آنتـي    اينهدف  

ــي ــه ايران ــراي راهBNYVV جداي ــستم    ب ــدازي سي ان

و گزينش  ) اليزاتست ( صحيح بيماريوتشخيص سريع  

هاي متحمل به بيماري در راسـتاي توليـد رقـم          وتيپژن

  .بودمقاوم 

  

  ها مواد و روش

   به ويروستكثير بافت آلوده

،  BNYVV تهيه و تكثير بافت آلـوده بـه  براي

ــد  ــرگ چغندرقن ــداراي علا ب ــاري م ي ــه از بيم برگرفت

 در بـافر    ،)1شـكل   ( مرودشـت در شهرسـتان    اي   مزرعه

 صاره حاصـل  و ع ـ خرد   =pH 1/7  و  مولار 1/0فسفات  
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كـه بـا پـودر     - Willd   C. quinoaهـاي  روي بـرگ 

.  شـد زني مكانيكي مايه  ـكاربوراندوم گردپاشي شده بود 

 C. quinoa بـرگ عـصاره  از  بعـدي  هـاي  زني مايهدر 

هاي سالم اين گياه      براي آلوده كردن بوته    ،ميداراي علا 

زني شده، در شرايط گلخانـه و        گياهان مايه . استفاده شد 

  .داري شدند گراد نگه  درجه سانتي21 -30 دماي

  

  سازي خالص

 ــخراي  ـب  ـ  BNYVV ازيــ ـس صـال  رگـاز ب

C. quinoaاز روش تامـادا و همكـاران    ،مي داراي علا

)Tamada et al. 1989( ــز ــگ و روش و ني  كوني

بـه   يتغييراتانجام  با )Koenig et al. 1984 (همكاران

  :استفاده شدشرح زير 

 حجم سه تا چهاردر  C. quinoa آلوده  گرم برگ50 -

  مـولار 001/0شامل =pH  7 و  مولار1/0بافر فسفات 

Na2EDTA،   گيري  صارهعس  پس خرد و    كن مخلوط در

  .شد

  دقيقـه در   15 به مدت    و صاف    با پارچه ململ    عصاره -

  .گراد به هم زده شد تين درجه ساچهار دماي

بـا   Sorval SS34گردان  دقيقه 10 عصاره به مدت -

  . شدفوژسانتري دور در دقيقه 6000

دو درصـد   پـس از افـزودن        رسوب حاصـل حـذف و      -

TritonX-100 10مدت  محلول حاصل به ،  رونشين به 

  .دقيقه به هم زده شد

عـصاره حاصـل روي بالـشك        ،جهت خلوص بيـشتر    -

 فوژ ســانتري30 در گــردان شــماره  درصــد20ســوكروز 

Beckman   عت  دور در دقيقه به مدت دو سا    28000 در

  . شدفوژسانتري

 01/0 بـافر فـسفات   ليتر  ميلي6 -7 رسوب حاصل در     -

بـه   Triton x-100  شامل يك درصد،=pH 7  ومولار

دمـاي  در   سـاعت    12 و بـه مـدت       آمدصورت تعليق در  

  .گراد به هم زده شد  درجه سانتيچهار

بـا   SS-34 دقيقه گردان   پنج محلول حاصل به مدت      -

  . شدفوژسانتريدور در دقيقه  5000

 بر روي ستون شيب چگـالي       رونشين رسوب حذف و     -

 سوكروز كه يك شب قبل تهيـه شـده          درصد 40 تا 10

در  ساعت تا يك و نيم  قرار داده شد و به مدت يك،بود

 SW-28 بــا گــردان گــراد  درجــه ســانتيدمــاي چهــار

 دور در دقيقـــه  25000 بـــا  Beckman فوژســـانتري 

  .شد فوژسانتري

ل شـده در سـتون سـوكروز        باندهاي ويروسي تـشكي    -

 بـه   ،منظـور رسـوب ويـروس      سپس به . ندآوري شد گرد

 =pH 7  و مــولار01/0بــافر فـسفات  محلـول حاصـل   

 سانتريفوژ  30در گردان شماره     محلول    اين د و شاضافه  

Beckman   دور در دقيقه به مدت دو ساعت     28000 در 

  .سانتريفوژ شد

فر باليتر   در يك ميليحاصل رونشين حذف و ويروس -

ــسفات  ــولار01/0ف ــل  =pH 7  و م ــح   آمــوده.دش

 تـا   بـود ويروس   دست آمده كه حاوي    ه ب )سوسپانسيون(

گـراد    درجـه سـانتي    20منفـي دمـاي    در   زمان اسـتفاده  

 .داري شد نگه

  

  يژسرولو

  سرم تهيه آنتي

 خالص  نسبتاً  آموده گرم  ميلي هشتسرم   براي تهيه آنتي  

بـه    ته مرحله با فواصل يك هف     چهار طي   ،شده ويروس 

تزريق بـه صـورت     . خرگوش سفيد نيوزلندي تزريق شد    
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 ران ماهيچـه  چنـين در  جلدي در ناحيه گردن و هـم    زير

آمـوده ويروسـي بـا حجـم        از هر تزريق     قبل. شدانجام  

ــساوي  ــنرم  adjuvant Freund’s incomplete وغ

شد تـا بـه صـورت     خوبي به هم زده مخلوط و سپس به  

 آخـرين تزريــق از رگ  از ده روز بعــد. آيـد مولـسيون در ا

  .گيري انجام شد  خون،كناري گوش

  

  سرم جذب آنتي

كه بر عليه   هاي ناخواسته    بادي براي حذف آنتي  

سـالم   ابتدا بـرگ     هاي گياهي توليد شده بودند،     پروتئين

C. quinoa  گيري شد ، عصارهآب مقطردر يك حجم .

عصاره حاصل با پارچه ململ سـترون صـاف گرديـد و            

 دور در   4000 دقيقـه در     10 به مدت    صاف شده عصاره  

رسـوب حـذف گرديـد و سـپس         .  شـد  فوژدقيقه سانتري 

 دومخلوط و به مدت     ،  از رونشين سرم با نيم حجم      آنتي

مخلوط حاصـل بـه     . داري شد  ساعت در دماي اتاق نگه    

  شد و  فوژ دور در دقيقه سانتري    4000 دقيقه در    10مدت  

يگـر از    به ميزان نيم حجـم د      دداًجبعداز حذف رسوب م   

سرم افزوده شد و بعـداز يـك         به آنتي عصاره گياه سالم    

مـشابه روش   گـراد،     درجه سانتي  چهارداري در    شب نگه 

  .  شدفوژ سانتريمذكور

  

  زمون اليزاآ

 روش مـستقيم    بـه   اليـزا  سيستماندازي   براي راه 

)DAS-ELISA(  ارائه شده توسط كـلارك و       ، از روش 

 اسـتفاده  )Clark and Bar-Joseph 1984 (بار جوزف

بادي از سرم خون خرگـوش       بدين منظور ابتدا آنتي   . شد

ــه آنــزيم آلكــالين فــسفاتاز                           جداســازي شــد و ســپس ب

(Enzyme-antibody conjugate, EAC) ــصل  مت

بـادي و    براي تعيين بهترين رقت آنتـي   از آن  بعد. گرديد

. جام شدسنجي انعياربادي متصل به آنزيم، آزمون      آنتي

  و 1000/1 ، 500/1 هـــاي از رقـــتدر ايـــن آزمـــون 

هـا   همين رقت از  بادي در بافر پوششي و       آنتي  1500/1

بادي متصل به آنزيم در بافر نمونـه اسـتفاده           براي آنتي 

 يـك  ژن    بـراي تهيـه آنتـي      چنين هم). 1جدول(گرديد  

در آلوده به بيماري،     ) ICحساس   رقم (چغندرقندريشه  

 در .گيـري شـد   جم بـافر نمونـه عـصاره       ح 100و  10،  5

 405ميـزان جـذب نـور در طـول مـوج       آزمون مـذكور،  

 دقيقـه   30هـاي انجـام شـده،        شـاز واكن  نانومتر حاصل 

  ليتـر  گـرم در ميلـي   يك ميلي از اضافه كردن محلول  بعد

 (nitrophynyl phosphate-4)  نيتروفنيل فـسفات -4

گاه پليت خـوان  از دست  با استفاده  اتانول آمين   دي در بافر 

(Microplate reader)گيري شد  اندازه.  

  

  نتايج

 ـي رويـانيكـي مك ـزن ايهـايج م ـنت  هـاي  رگـ ب

C. quinoa  هـاي موضـعي    تشكيل لكـه عبارت بود از

كه  م زردي يعلا  و دندشكلروتيك كه سپس نكروتيك     

شكل  (پيدا كرد ها توسعه     در اطراف رگبرگ   از مدتي  پس

 ـ  بهم در اين گياه     يعلا). 2  8-10از   بعـد نـطـور ميانگي

  .دشروز ظاهر 

 فوژ، بعـداز سـانتري    BNYVV سـازي  در خالص 

 بانـد   سـه  در ستون سوكروز داراي شيب چگالي،        كردن

در مواردي نيـز    .  تشكيل شد  فوژويروسي در لوله سانتري   

 ديـده  (Light scattering)به صـورت پراكنـده    باندها

يـه از لولـه      در سـه ناح    لاً اين پراكندگي معمـو    كه ندشد

طيف جذبي اين باندها مشابه     . داراي تراكم بيشتري بود   

تحقيـق   در. )3شـكل    (نوكلئوپروتئين بـود  طيف جذبي   

 گـرم بافـت     50 يسازي، بـه ازا    حاضر در هر بار خالص    
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  نسبتاًگرم ويروس  ميلي10 تا 7بين  C. quinoa آلوده

  .دست آمد  خالص به

رد هـاي مـو     رقت در تمام سنجي  عياردر آزمون   

بـادي متـصل بـه آنـزيم         بادي و آنتي   بين آنتي  ،استفاده

 ميزان جـذب نـور در       ،طور مثال  به. وجود داشت واكنش  

بـادي   بـادي و آنتـي     كار رفته آنتي   هاي به  ترين رقت  كم

با عـصاره رقيـق شـده      ) 1500/1رقت  (متصل به آنزيم    

 به ترتيب ،ريشه آلوده به نسبت يك به پنج و يك به ده

ــود183/0 و 304/0 ــن  هــم. )1 جــدول ( ب ــين در اي چن

بادي  آنتي 1000/1هاي   ميزان جذب نور در رقت    ،آزمون

 ريشه  ،با عصاره رقيق شده   بادي متصل به آنزيم      و آنتي 

به ترتيب برابـر  آلوده به نسبت يك به پنج و يك به ده    

 بـا توجـه بـه نتـايج        .)1 جدول ( بود 443/0  و 622/0با  

بـادي و     آنتـي  1000/1هـاي    تـوان از رقـت      مـي  حاصل

هاي معمول  بادي متصل به آنزيم كه رقت    آنتي 1000/1

در آزمون اليزا هستند، براي انجام اين آزمـون اسـتفاده           

ــه  هــيچمــذكور در آزمــون . كــرد ــورد جــذبيگون  در م

.هاي بلانـك ديـده نـشد    نمونه هاي ريشه سالم و   نمونه

  

   

  

  

  

  

  

  

  BNYVVقند آلوده به م زردي و نكروز رگبرگ در برگ چغندريعلا 1شكل

  

  

  

  

  

  

زني  مايهزمان روز از  14از سپري شدن   پس، C. quinoa هاي رگبرگدر هاي موضعي و زردي   لكهتوسعه 2كل ش

  C. quinoaمكانيكي با عصاره برگ آلوده 
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  BNYVVطيف جذبي آموده خالص شده  3شكل

  

 عليه تهيه شدههاي مختلف  در رقت (EAC) متصل به آنزيمادي ب آنتي و بادي آنتي با سنجيعيارنتايج آزمون  1جدول 

BNYVVدقيقه30از   پس   

  
  هاي آنتي بادي رقت

  1 / 1500    1 / 1000    1 / 500     ها آنتي بادي

  -089/0  -069/0  -082/0    -072/0  -088/0  -088/0    -087/0  -065/0  -051/0  شاهد

5  /1 H 073/0-  063/0-  098/0-    094/0-  080/0-  074/0-    082/0-  096/0-  097/0-  

5  /1 I 983/0  895/0  676/0    891/0  622/0  456/0    687/0  526/0  304/0  

10/  1 H 076/0-  081/0-  076/0-    080/0-  087/0-  076/0-    080/0-  071/0-  078/0-  

10/  1 I 953/0  770/0  560/0    799/0  443/0  264/0    501/0  244/0  183/0  

100/  1 H 044/0-  090/0-  096/0-    076/0-  098/0-  096/0-    068/0-  077/0-  076/0-  

100/  1  I  495/0  308/0  189/0    0345/0  051/0  055/0    121/0  086/0  044/0  

EAC   500 / 1  1000 / 1  1500 / 1    500 / 1  1000 / 1  1500 / 1    500 / 1  1000 / 1  1500 / 1  

  رقت هاي آنتي بادي متصل به آنزيم
H  سالمچغندرقند ريشه    
I  آلوده به ريشه چغندرقند BNYVV ) رقمIC(  

EAC آنتي بادي متصل به آنزيم  (Enzyme-antibody conjugate)  

  .شوند اعداد منفي به منزله صفر محسوب مي

  

  بحث

ــراي  ــالصب ــازي خ ــاي  روش BNYVV س ه

 Putz and Kuszala) متعـددي بـه كـار رفتـه اسـت     

1978; Steven et al. 1981; Al Musa and 

Mink 1981; Gugerli 1984; Koenig et al. 

بـراي   ،كار رفته  هاي به  در برخي از روش   . (1984

 )نانومتر(طول موج 

ب
جذ

ن 
يزا

م
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سـازي   كه به رانـدمان خـالص      BNYVV سازي خالص

 ـــاره شـــاش ـ  ــده اسـت، از ه ت بــرگ ـبافــ گرموـر كيل

وس گـرم ويـر    ميلـي 20 تـا  5بـين   C. quinoaآلـوده 

در تحقيـق  . )Putz et al. 1990 (استخراج شـده اسـت  

بين  C. quinoa  گرم بافت برگ آلوده50حاضر از هر 

گرم ويروس اسـتخراج شـد كـه رانـدمان            ميلي 10 تا   7

 بـالاتر    بسيار هاي قبلي  سازي در مقايسه با روش     خالص

اين سازي   خالصازجمله دلايل بالا بودن راندمان      . است

 ـتحقاين   در   است كه  اده بـراي   ـاستف ـوردـق بافـت م   ـي

 هـاي آلـوده    هايي از برگ   تـسازي فقط از قسم    صـخال

C. quinoaـ كه علا  خـوبي نـشان    م ويروسـي را بـه  ي

كار رفتـه در   بر آن روش به   علاوه.  شد گزينشدادند،   مي

در مقايـسه  ، BNYVV سـازي  اين تحقيق براي خالص 

ي ايـن ويـروس     زسا هايي كه قبلاً براي خالص     با روش 

كه در مـدت     دليل اين  تر بوده و به    آسان،  اند وصيه شده ت

 از دسـت رفـتن   احتمالرسد،  تري به انجام مي   زمان كم 

چنين  سازي كاهش يافته و هم ويروس در هنگام خالص   

در . بيننـد  تـري مـي    آسيب كـم   نيزهاي ويروسي    پيكره

 ويـروس در سـتون سـوكروز داراي شـيب         سازي خالص

سـه بانـد ويروسـي كـه      چگالي بـرخلاف انتظـار فقـط        

نبـود   . شـد ديدهدهنده سه پيكره از ويروس است،    نشان

از عـصاره    دليل اسـتفاده    ممكن است به   ها يكي از پيكره  

 RNA4برگ چغندرقند براي تكثير ويروس باشد زيـرا         

هاي  كه در انتقال ويروس با ناقل نقش دارد، در آلودگي       

 ـي ـسيـستميك كـه علا   ر ـظاه ـدرقند ـچغن ـرگ ـم در ب

 Koenig et) نيابد به برگ انتقال  ممكن استشود، مي

al. 1986) .مكانيكي  زني مايه چنين ممكن است در هم

 مـذكور حـذف   C. quinoa ،RNA ويروس روي برگ

 Koenig et al. 1986; Koenig and) شـده باشـد  

Burgermeister 1989). اين امكـان  ،بر آن علاوه 

از   ناشـي نيز وجود دارد كه عـدم مـشاهده بانـد چهـارم،      

 ،در هر صـورت   . سازي باشد  حذف باند در مراحل خالص    

نظـر   تر در اين زمينه، ضروري به هاي بيش بررسيانجام  

  .رسد مي

ســـنجي در بـــالاترين رقـــت عياردر آزمـــون 

بــادي متــصل بــه آنــزيم، بلانــك و  بــادي، آنتــي آنتـي 

كــه  گونــه جــذبي ديــده نــشد هــاي ســالم هــيچ نمونــه

. اسـت   شـده سرم توليد  نتيدهنده كيفيت مطلوب آ    نشان

سرم مـذكور بـراي انجـام تحقيقـات مـوردنظر در             آنتي

.اســتسـسات آموزشــي و پژوهــشي قابـل اســتفاده   ؤم

  

        References:                                                                                  : مورد استفادهمنابع

ريـشي   وجود گسترده بيماري ريـشه    . 1375. سهندپور، آ و معصومي، م    . پاك نيت، م  . ران، ر كام. هاشمي، پ . ايزدپناه، ك 

  .200-206، صفحات 32هاي گياهي، جلد  مجله بيماري. در فارس) Rhizomaniaشبه (

) گنـايي  ريـشه (بررسي وضعيت آلودگي و پـراكنش بيمـاري ريزومانيـا    . 1379. ارجمندي، ن و محمودي، ب   . فلاح، م  توده

جلد . اصفهان. خلاصه مقالات چهاردهمين كنگره گياهپزشكي ايران، دانشگاه صنعتي اصفهان. درقند در ايرانچغن

  . 72دوم، صفحه 



61 1389/ 1شماره / 26جلد / مجله چغندرقند

خلاصه مقالات چهاردهمين كنگـره     . شيوع بيماري ريزومانيا در استان خراسان     . 1379. جعفرپور، ب و فلاحتي رستگار، م     

  .73جلد دوم، صفحه . صفهانا. گياهپزشكي ايران، دانشگاه صنعتي اصفهان

چغندرقنـد در اسـتان فـارس و    ) ريـشي  ريـشه (گنـايي   موقعيت بيماري ريشه. 1377. كامران، ر و ايزدپناه، ك    . دارابي، س 

  .128جلد دوم، صفحه . خلاصه مقالات سيزدهمين كنگره گياهپزشكي ايران، كرج. كهگيلويه و بويراحمد

شناسـي   انتشارات مركز تحقيقات ويروس. چغندرقند) ريزومانيا(گنايي  ريشه. 1382.  ايزدپناه، ك ومعصومي، م. دارابي، س 

  .  صفحه50گياهي دانشكده كشاورزي دانشگاه شيراز، 

اولين گزارش از وقوع بيماري ريزومانياي چغندرقنـد        . 1379. فرزادفر، ش و قطبي، ت    . ندافي، ل . حيدري، ا . شهرآئين، ن 

جلـد  . اصفهان. هاردهمين كنگره گياهپزشكي ايران، دانشگاه صنعتي اصفهانخلاصه مقالات چ . در استان سمنان  

  .261دوم، صفحه 

Al Musa AM, Mink GI. Beet nectoric yellow vein virus in North America. 

Phytopathology. 1981; 71: 773-776. 

Amiri R, Moghaddam M, Mesbah M, Sadeghian SY, Ghannadha MR, Izadpanah K. The 

inheritance of resistance to Beet nectoric yellow vein virus (BNYVV) in B. 

vulgaris subsp. maritima, accession WB42: statistical comparisons with Holly-1-

4. Euphytica. 2003; 132: 363-373. 

Asher MJC. Rhizomania. In D. A. Cooke and R. K. Scott (eds.): The Sugar Beet Crop. 

1993; pp. 311-346. Chapman and Hall, London. 

Asher MJC, Kerr S. Rhizomania: Progress with resistance varieties. Br. Sugar Beet Rev. 

1996; 64: 19-22. 

Biancardi E, Lewellen RT, DeBiaggi M, Erichsen AW, Stevanato P. The origin of 

rhizomania resistant in sugar beet. Euphytica. 2002; 127: 383-397. 

Bouzoubaa S, Quillex L, Guilley H, Jonard G, Richards K. Nucleotide sequence of Beet 

necrotic yellow vein virus RNA-1. J. Gen. Virol. 1987; 68:615-626. 

Bouzoubaa S, Ziegler V, Beck D, Guilley H, Richards K, Jonard G. Nucleotide 

sequence of Beet necrotic yellow vein virus RNA-2. J. Gen. Virol. 1986; 67: 1689-

1700. 



62 ......سرم جدايه ايراني ويروس زردي  سازي و توليد آنتي خالص    

 Brunt AA, Richards KE. Biology and molecular biology of furoviruses. Adv. Virus 

Res. 1989; 36: 1-32. 

Clark MF, Bar- Joseph M. Enzyme immunosorbent assay in plant virology. In K. aramorosch 

and H. Koprowsky (eds.): Methods in Virology. 1984; pp. 51-58. Vol. VII. Academic 

Press,New York.  

Giunchedi L, De Biaggi M, Poggi-Pollini CP. Evaluation of ELISA technique for the 

screening of rhizomania- tolerant sugar beet genotype. Proc. 48
th

 Winter 

Congress, I.I.R.B., Brussels: 1985; 385-390.  

Giunchedi L, De Biaggi M, Poggi-Pollini CP. Correlation between tolerance and Beet 

necrotic yellow vein virus in sugar beet genotypes. Phytopath. Medit. 1987; 26: 

23-28. 

Gugerli P. Isopycnic centrifugation of plant viruses in nycodens density gradients. J.Virol. 

Meth. 1984; 9: 249-258. 

Harveson R, Rush CM. Evaluation of fumigation and rhizomania tolerant cultivars for 

control of a root disease complex of suger beet. Plant Dis. 1994; 78: 1197- 1202. 

Harveson R, Rush CM. The influence of irrigation frequency and cultivar blends on the 

severity of multiple root disease in sugar beets. Plant Dis. 2002; 86: 901-908. 

  Henry C. Rhizomania-its effect on sugar beet yield in the UK. Br. Sug. Beet Rev. 1996; 64: 

24-26. 

Johansson E. Rhizomania in sugar beet- a threat to beet growing that can be overcome 

by plant breeding. Sveriges Utsadesforenings Tidskrift. 1985; 95: 115-121.  

Koenig R, Burgermeister W. Mechanical inoculation of sugar beet roots with isolates of Beet 

necrotic yellow vein virus having different RNA compositions. J. Phytopathol. 1989; 124: 

249-255. 



63 1389/ 1شماره / 26جلد / مجله چغندرقند

Koenig R, Burgermeister W, Weich H, Sebald W, Kothe C. Uniform RNA patterns of 

Beet necrotic yellow vein virus in sugar beet roots, but not in leaves from several 

plant species. J. Gen. Virol. 1986; 2043-2046. 

Koenig R, Haeberle A, Commandeur U. Detection and characterization of a distinct type 

of Beet necrotic yellow vein virus RNA5 in a sugar beet growing area in Europe. 

Arch. Virol. 1997; 147: 1499-1504. 

Koenig R, Jarausch W, Li Y. Effect of recombinant Beet necrotic yellow vein virus with 

different RNA compositions on mechanically inoculated sugar beets. J. Gen. 

Virol. 1991; 72: 2243-2246. 

Koenig R, Lesemann DE, Burgermeister W. Beet necrotic yellow vein virus, 

purification, preparation of antisera and detection by means of ELISA, 

immunosorbent electron microscopy and electro-blot immuno assay. Phytopathol. 

Z. 1984; 111: 244-250. 

Koenig R, Lennefors B. Molecular analyses of European A, B and P type sources of 

Beet necrotic yellow vein virus and detection of the rare P type in Kazakhstan. 

Arch. Virol. 2000; 145: 1561-1570.   

Kuszala M, Ziegler V, Bouzoubaa S, Richards K, Putz C, Guilley H, Jonard G. Beet 

necrotic yellow vein virus: Different isolates are serologically similar but differ in 

RNA composition. Ann. Appl. Biol. 1986; 109: 155-162. 

Liu HY, Sears JL, Lewellen RT. Occurrence of resistance-breaking Beet necrotic yellow 

vein virus of sugar beet. Plant Dis. 2005; 89: 464-468.  

Mcgrann GRD, Grimmer MK, Mutasa-Gottgens ES, Stevens S. Progress towards the 

understanding and control of sugar beet rhizomania disease. Mol. Plant Pathol. 2009; 10: 

129-141. 

Mehravar M, Valizadeh J, Koenig R, Bragard CG. Iranian beet necrotic yellow vein 

virus (BNYVV): Pronounced diversity of the p25 coding region in A-type 



64 ......سرم جدايه ايراني ويروس زردي  سازي و توليد آنتي خالص    

BNYVV and identification of P-type BNYVV lacking a fifth RNA species.Arch. 

Virol. 2009; 154: 501-506. 

Miyanishi M, Kusume T, Saito M, Tamada T. Evidence for three groups of sequence 

variants of Beet necrotic yellow vein virus RNA5. Arch. Virol. 1999; 144: 879-

892. 

Pelsey F, Merdinoglu D. Identification and mapping of random amplified polymorphic 

DNA markers linked to a rhizomania resistance gene in sugar beet (Beta vulgaris 

L.) by bulked segregant analysis. Plant Breeding. 1996; 115: 371-377.   

  Putz C, Kuszala M. La rhizomanie de la betterave sucriere en Alasace. Recherche d’une 

novelle methode de purification du' Beet necrotic yellow vein virus'.Ann. 

Phytopathol. 1978; 10: 247-262.   

Putz C, Merdinoglu D, Lemaire O, Stocky G, Valentin P, Weidemann S. Beet necrotic 

yellow vein virus, causal agent of sugar beet rhizomania. Rev. Plant Pathol. 1990; 

69:247-254. 

Richard-Molard M. Rhizomania: A worldwide danger to sugar beet. Span. 1985; 28: 92-

94 . 

Richards KE, Tamada T. Mapping functions on the multipartite genome of Beet necrotic 

yellow vein virus. Annu. Rev. Phytopathol. 1992; 30: 291-313. 

Rush CM. Ecology and epidemiology of Benyviruses and plasmodiophorid vectors. 

Annu. Rev. Phytopathol. 2003; 41: 576- 592. 

Rush CM, Liu HY, Lewellen RT, Acosta-Leal R. The continuing saga of rhizomania of 

sugar beets in the United State. Plant Dis. 2006; 90: 4-15. 

Scholten OE, Lange W. Breeding for resistance to rhizomania in sugar beet: A review. 

Euphytica. 2000; 112: 219-231. 



65 1389/ 1شماره / 26جلد / مجله چغندرقند

Scholten OE, Jansen RK, Keizer LCP, De Bock ThSM, Lange W. Major genes for 

resistance to beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) in Beta vulgaris. 

Euphytica. 1996; 91: 331-339. 

Steven AC, Trus BL, Putz C, Wurtz M. The molecular organization of Beet necrotic 

yellow vein virus. Virology. 1981;113:428-438. 

Tamada T. Beet necrotic yellow vein virus. CMI/AAB Descriptions of Plant Viruses. 

1975; No. 144. 

Tamada T. Benyviruses. 1999; Pages 154-160. In R.G. Webster and A.Granoff (eds.): 

Encyclopedia of Virology. Academic Press, London.  

Tamada T, Abe H. Evidence that Beet necrotic yellow vein virus RNA4 is essential for 

efficient transmission by the fungus Polymyxa betae.J.Gen.Virol. 1989; 70: 3391-

3398.   

Tamada T, Baba T. Beet necrotic yellow vein virus from rhizomania-affected sugar beet 

in Japan. Ann. Phytopathol. Soc. Jpn. 1973; 39: 325-332.   

Tamada T, Shirako Y, Abe H, Saito M, Kiguchi T, Harada T.) Production and 

pothogenicity of isolates of Beet necrotic yellow vein virus with different number 

of RNA components. J. Gen. Virol. 1989; 70: 3399-3409. 

Tuitert G, Musters-Van Oorschot PMS, Hiejbroek W. Effect of sugar beet cultivars with 

different levels of resistance to Beet necrotic yellow vein virus on transmission of 

virus by Polymyxa betae. Eur. J. Plant Pathol. 1994; 100: 201- 220. 

Van Regenmortel MHV, Fauquet CM, Bishop DHL, Carstens EB, Estes MK, Lemon SM, 

Maniloff J, Mayo MA, McGeoch DJ, Pringle CR and Wickner RB. Virus taxonomy. 

Seventh Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Academic. 

Press. 2000; 1162p. 

Whitney ED. Identification, distribution and testing for resistance to rhizomania in Beta 

maritima. Plant Dis. 1989; 73: 287-290. 



66 ......سرم جدايه ايراني ويروس زردي  سازي و توليد آنتي خالص    

Wisler GC, Lewellen RT, Sears JL, Liu HY, Duffus JE. Specificity of TAS-ELISA for Beet 

necrotic yellow vein virus and its application for determining rhizomania resistance in 

field-grown sugar beet. Plant Dis. 1999; 83: 864-870.   

Wisler GC, Liu HY, Duffus JE (1994) Beet necrotic yellow vein virus and its relationship to 

eight sugar beet furo-like viruses from the United States. Plant Dis. 78:995-1001. 

 

 


