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 دهيچك

اين قارچ خاكزاد و پارازيت داخلـي ريـشه برخـي گياهـان ماننـد      . از پارازيتهاي اجباري و انتشار جهاني دارد) Polymyxa betae( قارچ پلي ميكسا بتا
و ناقـل تعـدادي از ويروسـهاي بيمـاريزاي      )Amaranthaceae( تاج خروسيان ،)Chenopodiaceae( سلمه ،)Portulaceae(  خرفهاعضاء خانواده هاي
هاي آلـوده كننـده   ويروس ـمهمتـرين  از اين ويروس از لحاظ اقتـصادي  .  مي باشد (BNYVV)وس زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقندگياهي از جمله وير

 اقدام به جمع آوري خاك      1384ويروس، در تابستان    با توجه به اهميت اين      . اسپورهاي اين قارچ قادرند سالها در خاك خشك باقي بمانند         . استچغندرقند  
 نمونه از مزارع تربت حيدريه، چنـاران، نيـشابور، فريمـان و بجنـورد جمـع                 48 و تعداد    از مزارع چغندركاري استان گرديد    كوك به آلودگي    هاي مش     نمونهو  

جهت جداسازي  از آزمون طعمه گذاري در خاك       . گرديد  استفاده )DAS-ELISA (يزاداس الا آزمون   از   BNYVV ويروس   تشخيص به منظور    .آوري شد 
سـپس  . درصد قرار داده شـد    10شش هفته بعد ريشه ها از خاك خارج و پس از شستشو با آب در هيدروكسيد پتاسيم                  . شداستفاده   از خاك    قارچ مورد نظر  

استفاده از ميكروسكوپ نوري جهت تعيـين پلـي ميكـسا بتـا بـه علـت       . قطعاتي از آنها جهت مشاهده فرم پايدار قارچ با ميكروسكوپ نوري بررسي شدند   
 بنـابراين  .ويت فرمهاي نابالغ و كوچك و عدم تمايز بين زئوسپورانژيومها و اسپورهاي مقاوم ساير قارچها غير قابل اطمينان و زمـان بـر اسـت              اشكال در ر  

هاي آلـوده از   هاي نمونه از غده اِ. ان. آربراي استخراج . مورد استفاده قرار گرفت به عنوان روشي سريع و دقيق واكنش زنجيره اي پليمراز استفاده از روش    
ژنـوم  اختصاصي   با استفاده از آغازگرcDNAجهت ساخت  )RT-PCR(نسخه برداري به طريق وارونه  و بدنبال آن شد استفاده   PEG6000روش رسوب با    

ه و همكـاران صـورت      ژنوم اين قارچ بر اساس داده هاي موني ـ       آغازگرهاي اختصاصي رفت و برگشت       با استفاده از  آر  . سي. پيآزمون  . پذيرفتانجام  قارچ  
  كـه  را تاييـد نمـود      جفت باز  170  اي به اندازه    قطعه تكثير درصد   5/1ز آگارز   ي درصد و ن   5د  يل آم ي در ژل پلي اكر    آر. سي.  پي الكتروفورز محصول . گرفت
 استخراجي امكان پـذير  اِ. ان.  مستقيم از آربا بكار گيري اين روش رديابي قارچ پلي ميكسا بتا به طور. بودقارچ پلي ميكسا بتا  به  نمونه ها  آلودگي گرنشان

 .مي باشد
  

  واكنش زنجيره اي پليمراز، آزمون داس اليزا،)BNYVV (ك رگبرگ چغندرقنديروس زردي نكروتي، وپلي ميكسا بتا: واژه هاي كليدي
  
    4   3  2 1 مقدمه

ــارچ ــسله  Polymyxa betaeقـ ــاخه Protists از سلـ  و شـ
Plasmodiophoromycota   از پارازيتهاي اجباري و انتشار جهـاني        و

 پلي ميكسا بتا را بـه       1964براي اولين بار كسكين در سال       ). 23(دارد  
عنوان يك قارچ پارازيت ريشه هاي چغندرقند تـشخيص و نامگـذاري            

، از آسـيا  )9 (1966ين قارچ از اروپا توسط كـانووا در سـال         ا). 17(كرد  
و از آمريكـا بـه وسـيله    ) 11 (1977توسط دي آمبـرا و مـاتو در سـال          

در ايـران ايزدپنـاه در      ). 13( گزارش شده اسـت      1987دافوس در سال    

                                                            
   ، دانشكده كشاورزي ، دانشگاه فردوسي مشهد دانشجوي دكتري ، گروه گياهپزشكي-1
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  دانشجوي كارشناسي ارشد گروه گياهپزشكي ، دانـشكده كـشاورزي ، دانـشگاه فردوسـي               -4
  مشهد

 وجود قارچ شبيه به پلي ميكسا بتـا را از مـزارع چغندرقنـد               1375سال  
 ايـن قـارچ در ايـران از گـسترش           ).1(استان فارس گزارش داده است      

 تنهـايي در    وسيعي برخوردار است و علاوه بر مناطق انتشار بيماري به         
اسپورهاي مقاوم   ).3،5(بسياري از مزارع چغندرقند سالم نيز وجود دارد         

جمعيـت  ). 7(سال در خاك خشك باقي بمانند       15قارچ قادرند بيش از     
 سال در آنها گياه 17بالاي پلي ميكسا بتا در خاك مزارعي كه بيش از   

پلـي ميكـسا بتـا ناقـل        ). 22(حساس كشت نشده، گزارش شده است       
، ويــروس خــاكزاد 5روســهاي زردي نكروتيــك رگبــرگ چغندرقنــدوي

ــد ــد  6چغندرقن ــاكزاد چغندرقن ــك خ ــروس موزائي ــروس7، وي  Q  و وي
  .)26( ميباشد 8چغندرقند

                                                            
5- Beet necrotic yellow vein virus 
6- Beet soil born virus 
7- Beet soil born mosaic virus 
8- Beet virus Q 

  )علوم و صنايع كشاورزي (حفاظت گياهانمجله 
 17-24ص،1388 نيمسال اول، 1شماره ،23جلد
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  1388، بهار 1، شماره 23جلد) علوم و صنايع كشاورزي(مجله حفاظت گياهان      18

BNYVV            عامل بيماري ريزومانيـا، در سـالهاي اخيـر بيـشترين 
توجه را به خود جلب كرده است و در حال حاضر از تمامي بيماريهـاي               

ده و از نظر اقتصادي مهمترين بيماري چغندرقنـد         چغندرقند مخربتر بو  
تحقيقات انجام شده در ژاپن نشان داد كه عامـل اصـلي   ). 8(مي باشد   

بيماري ريزومانيا، ويروس است و پلي ميكسا بتا نقش ناقل ويـروس را       
 در شرايط طبيعي تنها بـا زئوسـپورهاي   . BNYVV)14(برعهده دارد 

روس در درون زئوسپور قارچ حمـل       وي. پلي ميكسا بتا منتقل مي شوند     
 توسط قارچ قابـل گيـرش    (in vivo)شده و فقط در سلولهـاي گيــاه

 ).2( البته تمام جمعيتهاي قارچ حاوي ويروس نيـستند  ).15 ،14(است 
 را از BNYVVجدايه هاي پلي ميكسا بتا فاقـد ويـروس مـي تواننـد              

 ويـروس در    .چغندرهايي كه بطور مكانيكي آلوده شده اند كسب كننـد         
پلي ميكسا بتـا    بدون محافظت توسط اسپورهاي مقاوم،خارج از ريشه

به مدت طولاني قادر به بقاء نيست ولي همراه با قارچ در خاك قـدرت     
در سـالهاي    ).7( سال حفظ مي كنـد       15آلوده كنندگي خود را بيش از       

به دليل اهميت بيماري ريزومانيا مطالعات زيادي روي جنبه هاي          اخير  
 بـا . ختلف بيماري از جمله ويژگي هاي ناقـل آن انجـام شـده اسـت              م

 در مقايـسه بـا       كـه  1واكـنش زنجيـره اي پليمـرازي      بكارگيري روش   
پي اسپورها و آزمـون طعمـه       وروشهاي معمول مثل مشاهده ميكروسك    

گذاري در خاك داراي دقت و سادگي بيشتري است و زمـان كمتـري              
  .كرد مي توان اين قارچ را رديابي مي برد
  

  ها مواد و روش
 بـا   -BNYVVن آلودگي نمونه ها بـه       يينمونه برداري و تع   

 پـس  بوده توجه به اين كه قارچ مزبور خاكزي و ناقل بيماري ريزومانيا     
ــستان  راز ب ــدر قنــد در تاب ــه 48تعــداد  ،1384رســي مــزارع چغن  نمون

از مزارع تربت حيدريه، چناران، نيـشابور،         بيماري ريزومانيا  مشكوك به 
شگاه ي ـو پـس از انتقـال بـه آزما        گرديـد   فريمان و بجنورد جمع آوري      

بـه  ص نمونـه هـاي آلـوده     يتـشخ . بلافاصله مورد بررسي قرار گرفـت     
 مطـابق  DAS-ELISA(2 (زا ي ـج دو طرفه الي به روش ساندوويروس

قات يه شده از مركز تحق    يبا آنتي سرم ته   ) 10(روش كلارك و آدامس     
 . رفتين فارس انجام پذعي استايكشاورزي و منابع طب

ايـن  : )Soil bait test(خـاك  آزمون طعمه گـذاري گياهـان در   
). 25(با اندكي تغيير مي باشـد   )1990( توايترت آزمون براساس روش 

از از مناطق نمونه برداري شـده   گرم خاك  700 الي   500در اين روش    
سپس خاكهاي جمـع آوري شـده       و   جمع آوري     سانتي متري  15عمق  
تكه هاي درشت و به هم چسبيده كلوخـه هـاي           . مخلوط گرديد با هم   

خاك جمـع آوري شـده بـه        . خاك خرد گرديد و از الك عبور داده شد        

                                                            
1- Polymerase Chain Reaction (PCR) 
2- Double-antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent 

assay 

در . نسبت يك به سه با مخلوطي از خاك برگ و ماسه مخلوط گرديد            
انتهاي ظرفهاي يك بار مصرف سوراخي ايجاد كرده و خاك مورد نظر    

پنج عـدد بـذر چغندرقنـد حـساس         سپس سه تا    . در آنها تقسيم گرديد   
در هـر  بـا پـنج تكـرار    ) 7233 و  H5505 ،PP36  ،PP22،ICارقـام (

بذرها را ابتدا به مدت چهار ساعت در آب خـيس كـرده،      (گلدان كاشته   
 ساعت قرارداده شـد تـا       24سپس آنها را در دستمال مرطوبي به مدت         

 انبـرك   بـه منظـور برداشـتن بـذرها از        )  ريشه از بذر خارج شـود       جوانة
بـراي  (بين هر نمونه خاك انبـرك اسـتريل شـد           . استريل استفاده شد  

 روي بـذرها بـا      .)اسـتفاده شـد   % 70ضدعفوني كردن انبرك از الكـل       
سـپس گلـدانها بـه مـدت شـش هفتـه در             . مقداري ماسه پوشيده شد   

پس .  درجه سانتيگراد نگهداري شد    25±5شرايط مطلوب گلخانه اي     
 مدت شش هفته ريشه هاي گياهچه هاي هر گلدان از خاك خـارج              از

بـراي هرنمونـه خـاك مـورد        . شد و در سطل آبـي شستـشو داده شـد          
هاي انتهايي ريشه گياه     سپس از قسمت  . آزمايش آب سطل عوض شد    

  ).22(جهت انجام آزمايشات استفاده شد 
جهـت   :مشاهده فرم پايـدار قـارچ در سـلولهاي آلـوده گيـاهي            

شكهاي جــانبي در يــدار قــارچ پــس از قــرار دادن ريــ فــرم پامــشاهده
قه و شستشو با آب مقطر      ي دق 30 درصد به مدت     10هيدروكسيد پتاسيم 

سرول روي لام قرار داده و با قرار دادن لامـل           يك قطره گل  يآنها را در    
 بـراي   40×با بزرگنمائي    پ نوري وكروسكير م يبر روي آن نمونه در ز     

  ).4(چ بررسي شد ستوسورهاي قاريمشاهده س
غــده  48از كــل،   اِ.ان . بــراي اســتخراج آر: اي.ان .اســتخراج آر

 2/0ابتـدا    ).6،24( استفاده شد    PEG6000روش رسوب با    از   چغندرقند،
ع كـاملا   يي غده هاي چغندرقند را كه توسط ازت ما        يگرم از بافت انتها   

ورا به  خته و ف  ي ر 5/1هاي  بويكروتي درون م  ،به صورت پودر در آمده بود     
 ميلـي   100 (TNE حجـم بـافر      2 و) تريكرولي م 400( حجم فنل    2آن  

 ميلـي مـولار كلريـد    pH,(، 100 8(هيدروكلريك اسـيد  -مولار تريس
) مركاپتواتانول-2درصد EDTA، 2 % SDS، 2 ميلي مولار 10 ،سديم

بـا  مـدت يـك دقيقـه       سـپس   . اضافه گرديد و به شدت تكان داده شد       
پـس از انتقـال بخـش       .  شـد  ميان گريـز    دور در دقيقه   13400سرعت  

و يـك   )  ميكروليتـر  200( يك حجم فنل     ،بالائي به ميكروتيوب جديد   
.  گرديـد  ميان گريز اضافه و مانند قبل     )  ميكروليتر 200(حجم كلروفرم   

بـراي هـر   . در اين مرحله بايد حجم دقيق مايع رويي مـشخص شـود            
 درصد و   PEG6000 50ميكروليتر  09/15 ميكروليتر فاز مايع رويي      100
ميكروتيوبها بـه   .  مولار اضافه گرديد   5 3 ميكروليتر كلريد سديم   69/10

  . دقيقـه در يـخ قـرار داده شـد          10 دقيقـه در دمـاي اتـاق و          10مدت  
 دقيقه رسوب   10 دور به مدت     13400 كردن در    ميان گريز  با   اِ .ان . آر

ه در  دقيق ـ10به مـدت    % 70رسوب بدست آمده ابتدا با اتانول     . داده شد 
 ميكروليتــر 100 بــا مجــدداســپس .  گرديــدميــان گريــز دور 13400
  TE ميكروليتر بـافر 20پس از خشك شدن در . شسته شد% 70اتانول

 بـا   EDTA، يـك ميلـي مـولار        =8pH با   Tris-Hcl ميلي مولار    10(
                                                            
3- Nacl 



  19      … در ريشه هاي چغندرقند با استفاده Polymyxa betaeشناسايي قارچ 

8pH= ( حل شد و در دماي°C20-نگهداري گرديد .    
  ستفاده در اين تحقيق جهت تكثير پلي ميكسا بتا ترادف آغازگرهاي اختصاصي مورد ا-)1جدول (

  آغازگر  )5´-3´(  آغازگر1ترادف موقعيت
2831-810  CAA ACG CCT GAA ATC ATC TAA C 3آغازگر رفت )PB4 For(  
9514-970  GAT GGC CCA ATT CCT TAC AC  5آغازگر برگشت (PB4 Rev)   

  
1   2   3    4    5    

بـه   6:)حله نسخه برداري معكوس   مر(اي  . ان.  از آر  cDNAسنتز  
  عمـل شـد  7 طبق دستورالعمل شركت فرمنتـاس  cDNAمنظور سنتز

)  پيكـامول 10( ميكروليتر 1 الگو را با اِ .ان . ميكروليتر آر5/1ابتدا . )6(
 9DEPC ميكروليتر آب تيمار شده بـا  10و 8آغازگر اختصاصي برگشت

پـس از   . شـد  دقيقه حـرارت داده      5 به مدت    C70°مخلوط و در دماي   
 ميكروليتـر   RT × 5، 2 ميكروليتـر بـافر    4قرار دادن روي يـخ بـه آن         

ــوط  ــولار 10مخل ــي م ــد dNTPs ، 20 ميل ــر5/0( واح )  ميكروليت
Ribonuclease inhibitorدقيقه در انكوبـاتور  5به مدت .  اضافه شد 

 M-MLV واحـد آنـزيم  200سپس به آن .  قرار داده شدC37°دماي 
Reverse transcriptase )  ميكروتيوبهـا در  . افـزوده شـد  ) فرمنتـاس

 به  C 42° با برنامه حرارتي   10دستگاه ترموسايكلر شركت آلماني بيومترا    
 دقيقـه بـه منظـور      10 به مدت    C 70° دقيقه و درجه حرارت      60مدت  

 به منظـور خنـك شـدن قـرار داده           C 4°توقف واكنش و درجه نهايي      
 . نگهداري شد-C 20° حاصل در  cDNA.شد

جهت شناسايي قـارچ  : )آر. سي. پي( ش زنجيره اي پلي مراز واكن
پلي ميكسا بتا از آغازگرهاي اختصاصي طراحي شـده توسـط مونيـه و              

شرايط و مواد تشكيل    ). 19( استفاده گرديد    )1(همكاران مطابق جدول    
  :دهنده واكنش زنجيره اي پلي مراز به شرح زير بود

از هر يك از   پيكا مول10  ،)الگو(اي قالب . ان.  ميكروليتر دي3
ــصاصي ــاي اخت ــشت آغازگره ــت و برگ ــافر5/2 ،رف ــر ب   ميكروليت

PCR×10، 25/1 5/0 ، ميلــي مــولار50 ميكروليتــر كلريــد منيزيــوم 
 ميكرليتـر محلـول   25/0 ، ميلي مولارdNTPs 10 ميكروليتر مخلوط 

برنامـه   . واحـد در ميكروليتـر  5با غلظت ) ايران ،سيناژن(11پليمراز تك
 سـيكل   35 سپس   ،C94° دقيقه در دماي     4 شامل PCR دستگاه   دمايي

   اتـصال آغازگرهـا يـك دقيقـه در         C 94°واسرشت سازي يك دقيقـه      (

                                                            
1- Sequence 
2- Relative to accession no.X83745 
3- Reverse 
4- Relative to accession no.X83745.1 
5- Forward 
6- Reverse Transcription 
7- Fermentas 
8- Hexamer 
9- Di-ethyl pyrocarbonate 
10- Biometra 
11- Taq DNA polymerase 

°C 60   شدن   ل و مرحله طوي °C 72  و طويل شـدن نهـايي      )  يك دقيقه
 به منظور خنك    C 4° و درجه حرارت   C 72° دقيقه در دماي     6به مدت   

سـتگاه ترموسـايكلر شـركت      اين برنامـه در د    . شدن در نظر گرفته شد    
 هـر  PCR ميكروليتـر از محـصول   8مقـدار   . آلماني بيومترا انجام شـد    

. جداسـازي شـد     %5/1در ژل آگـارز     12 ميكروليتر بافر رنگ   2نمونه با   
همچنين الكتروفورز ژل عمودي نيز به منظور مشاهده بهتـر فـرآورده            

از براي اين منظـور     .  به صورت غير واسرشتي انجام گرفت      PCRهاي  
 ).6 (گرديداستفاده % 5ژل پلي اكريل آميد 

  
  نتيجه و بحث

گياهچه هاي چغندرقند در آزمون طعمه گذاري در خاك بعضي از           
 پژمردگـي برگهـا و      ،علايم بيماري ريزومانيا مانند رنگ پريدگي بوتـه       

گياهان كـشت   . زردي رگبرگ را در سطح اندامهاي هوايي نشان دادند        
گياهـاني  (تري را نسبت به گياهان شـاهد  شده در خاك آلوده رشد كند    

با اسـتفاده   ). 2و1شكلهاي(داشتند  ) كه در خاك سالم كشت شده بودند      
از ميكروسكوپ نوري مي توان مشاهده كرد كـه ريـشه هـاي برخـي               

ي سيستوسورهاي قارچ هستند كه شـامل       دگياهچه ها حاوي تعداد زيا    
واكنش كنيك  ت ).3شكل  (تعداد متفاوتي سيست چند وجهي مي باشند        

 سـرعت و سـهولت      ، بدليل دارا بـودن حـساسيت      زنجيره اي پليمرازي  
 از توانـايي بـالايي در امـر شناسـايي سـريع عوامـل بيمـاريزا            ،استفاده

و در اين تحقيق با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي       . برخوردار است 
امكـان تـشخيص سـريع قـارچ        آزمون واكنش زنجيـره اي پليمـرازي        

 با اسـتفاده از     زنجيره اي پليمرازي  واكنش   . فراهم گرديد  ميكسا بتا  پلي
 170  توانـست قطعـه اي در حـدود    ژنوم قـارچ آغازگرهاي اختصاصي

جفت باز را تكثير نمايد در حاليكه هيچ باندي از نمونـه هـاي سـالم و                 
 غده بررسي شده 48 از تعداد    ).5 و4شكلهاي  (شاهد منفي حاصل نشد     

تمام غده هـاي آلـوده بـه        . ميكسا بتا بودند   غده آلوده به قارچ پلي       28
BNYVV      امـا تعـدادي از غـده هـا          ، حاوي قارچ پلي ميكسا بتا بودند

ايـن موضـوع نـشان دهنـده ايـن       ). 2جدول  (  بودند چفقط آلوده به قار   
اسـتفاده از   ). 2(است كه تمام جمعيتهاي قارچ حاوي ويروس نيـستند          

 ـ         ه دليـل پـاره اي از       ميكروسكوپ نوري جهت تعيين پلي ميكسا بتـا ب
محدوديتها مثل اشكال در رويت فرمهاي نابالغ و كوچك قارچ و عـدم             

                                                            
12- Loading buffer 
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تمايز بين زئوسپورانژيومها و اسپورهاي مقاوم ساير قارچهـا غيـر قابـل         
 بـه عنـوان     PCRبنابراين استفاده از تكنيك     . اطمينان و زمان بر است    

روشي سريع و دقيق پيشنهاد شده است و ميتوان از اين تكنيك بـراي              
 و مطالعـات مزرعـه اي       تعيين پلي ميكسا بتا در ريشه هاي چغندرقنـد        

پرايمرهاي طراحي شده قادر به بسط انتخابي توالي هاي         . استفاده كرد 
ــدگي     ــه زن ــل چرخ ــامي مراح ــا در تم ــسا بت ــي ميك ــپورها، (پل زئوس

 ).21( مـي باشـند   ) ا، زئوسپورانژيومها و اسپورهاي مقاوم    پلاسموديومه
خسارت وارده به محصول توسط بيماري ريزومانيا بستگي زيـادي بـه            
ميزان فراواني قارچ ناقل در خاك، شرايط آب و هوايي در طول فـصل              

 بسيار وقـت    كآزمون طعمه گذاري در خا    . رويش و زمان آلودگي دارد    
. سـي .  با بكارگيري پـي    ،لازم است گير است و حدود شش هفته وقت        

آر اين زمان را مي توان به سه هفته كاهش داد و همچنين حـساسيت               
 ناقل تعـدادي از     ،با توجه به اينكه اين قارچ     ). 16(و دقت بالاتري دارد     

ويروسهاي بيماريزاي گياهي است احتيـاج بـه تكنيكهـاي حـساس و             
اولـين بـار    براي   1993در سال   . اختصاصي براي رديابي آن وجود دارد     

بتـا   هاي مولكولي جهت رديابي پلي ميكسا      از روش موتاسا و همكاران    
بـا اسـتفاده از     مونيه و همكـاران     در سالهاي اخير    ). 20 (كردنداستفاده  

 بلكه ويروسهايي كه توسـط      ،روشهاي مولكولي نه تنها قارچ مورد نظر      
 Multiplexشاز روآنها . اين قارچ انتقال مي يابند را شناسايي كردند

RT-PCR  جهت شناسايي همزمان ويروسهاي BNYVV ,BSBV 
,BVQبـا ايـن   .)19 (بتا استفاده كردنـد   و ناقل آنها، قارچ پلي ميكسا 

 استخراجي امكـان پـذير شـده        اِ. ان. روش رديابي پلي ميكسا بتا از آر      
. سي.  پيشنهاد شده بر پايه پي     هاي قبلي متداست كه بسيار ساده تر از       

و مـــشاهده ) 18، 12( روشـــهاي كلاســـيك مثـــل الايـــزا ،)21(آر 
پلي ميكـسا    از آنجا كه قارچ   ). 19( مي باشد    ميكروسكپي سيستوسورها 

 شناخته شده است و  BNYVV تاكنون به عنوان تنها ناقل ويروس        بتا
پراكنش و توسعه بيماري به شدت تابع انتشار اين قارچ مي باشـد، لـذا             

 .راسان، ضروري به نظر مي رسدمطالعه پراكنش آن در استان خ
 

  تشكر 
آقـاي دكتـر ذوالعلـي بـه        آقاي دكتر محسن مهـرور و       نگارندگان  
هاي ارزنده شان و آقـاي دكتـر كلاديـو راتـي كـه بـا                 خاطر راهنمائي 

 استخراجي ارسال شده براي ايشان بـا انجـام دوبـاره            اِ.ان.استفاده از آر  
بدسـت آمـده را تاييـد       آر نتـايج    . سي. آزمايشات مولكولي و آزمون پي    

 .نمودند تشكر مي نمايند
 

  
   پلي ميكسا بتا و قارچ BNYVV نتايج بررسي نمونه ها جهت تعيين ويروس-)2جدول (

  )قاريق(بجنورد   قوچان  فريمان  )گنبد دراز(نيشابور  چناران  )جلگه رخ(تربت حيدريه   مناطق نمونه برداري شده
  9  9  6  6  8  10 تعداد نمونه هاي جمع آوري شده

  BNYVV  5  4  2  2  3  6نمونه هاي آلوده به ويروس  تعداد
  6  5  3  3  5  6 نمونه هاي آلوده به قارچ پلي ميكسا بتا تعداد
  

  
   آلوده در آزمون طعمه گذاري درخاك)PP22رقم  ( علايم رنگ پريدگي بوته در گياهچه هاي چغندرقند-)1شكل(
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   سالم طعمه گذاري در خاك در آزمون )PP22رقم (  گياهان شاهد-)2شكل(

 

  
  . نشان مي دهد40× سيستوسورها را با بزرگنمايي -)3شكل(

  
قطعه تكثير شـده در     7-3ستون  ،bp100 1 نشانگر 10 و 1ستون  %. 5 بر روي ژل پلي اكريل آميد        PCRالكتروفورز عمودي محصول     -)4شكل(

   . شاهد مثبت8 ستون ، شاهد منفي2 ستون ،P.betae مربوط به قارچ bp178محدوده 
                                                            
1- DNA ladder 
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 bp178  قطعه تكثير شده در محـدوده  5-2ستونهاي، bp100 نشانگر 7 ستون ،%5/1 بر روي ژل آگارز PCR الكتروفورز محصول -)5شكل (

 . شاهد مثبت6 ستون ، شاهد منفي1 ستون ، P.betaeمربوط به قارچ 
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Detection of Polymyxa betae in sugar beet roots using RT-PCR method in Razavi 
Khorasan province 

 

S. Gharooni Kardani1* - B. Jafarpour2 - M. Falahati Rastegar3 - F. Tabasinezhad4 
 

Abstract 
Polymyxa betae is an obligate parasite and has a worldwide distribution. This fungus is a soil-borne root endoparasite in 

some plant families such as Portulaceae, Chenopodiaceae and Amaranthaceae. This fungus is the vector of many plant 
viruses such as Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) which causes the disease known as rhizomania. BNYVV is the 
most economical important viral diseases of sugar beet. Resting spores of P.betae can survive in soil for many years. For 
detection of this fungus in Razavi Khorasan province, in summer of 2005, soil samples and plants with rhizomania symptoms 
were collected from the sugar beet fields. Infection of samples with BNYVV was confirmed by DAS-ELISA. Baiting 
technique was used for isolation of the fungus. Six-week old plant roots were taken from soil, washed and stained with KOH 
10% for 30 minutes and roots were examined for the presence of resting spores under light microscope. Due to difficulty in 
observing the immature resting spores of the fungus and distinction between zoosporangium and resting spores of other fungi 
by light microscope, PCR technique was used to the detection of the fungus. Total RNA was extracted from roots of infected 
samples using PEG6000 precipitation method and cDNA was made using fungus specific forward primer. PCR was performed 
with the specific forward and reverse primers. After electrophoresis on 1.5% agarose gel and 5% polyacrylamid gel, the band 
of 170 bp was detected. This amplified region is specific for P.betae.  

 
Key words: Polymyxa betae, Beet necrotic yellow vein virus, DAS-ELISA, Polymerase Chain Reaction 
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