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عامل بيماري  (BNYVV) ويروس رگبرگ زرد نكروتيك چغندرقند B وقوع تيپ

 رايزومانيادر استانهاي خراسان رضوي و شمالي
 

  1سارا قاروني كارداني- خيز محمدعلي سبك -*بهروز جعفرپور

  25/4/85:دريافتتاريخ 

  7/5/86: پذيرشتاريخ 
  

  

  چكيده

هنگفتـي را بـه   كه در سالهاي اخير خسارات  باشد چغندرقند در سراسر دنيا مي هاي مهم و مخرب يكي از بيماريبيماري رايزومانيا 

داراي سـه   شـود و  منتقل مي Polymyxa betaeوسيله قارچ خاكزاد به اين ويروس. وارد كرده است ما در كشورمحصول چغندرقند 

در اين بررسي جهت شناسايي تيـپ  . ردقرار دا Aاز لحاظ گسترش جهاني در مقام دوم پس از تيپ  Bتيپ. باشد مي Pو A،Bتيپ 

B از روش RT-PCR هاي مشكوك به بيماري از مزارع مختلف اسـتانهاي خراسـان رضـوي و شـمالي      نمونهابتدا . استفاده گرديد

 ـ Bبـراي تشـخيص تيـپ     RT-PCRآزمـون   .گرديـد مشـخص   DAS-ELISAبا آزمون گي آنها آلود شد وآوري  جمع ايجـاد   اب

ي كـل گيـاه بـا اسـتفاده از روش رسـوب بـا       RNAپس از اسـتخراج  در اين روش، .بود Aار رفته در تيپ تغييراتي شبيه روش بك

PEG6000 ،cDNA مربوط به ناحيه (معكوس اختصاصي  استفاده از آغازگري ويروس باTGB  ازRNA2  سـاخته   ،)ژنوم ويـروس

الكتروفـورز محصـول   . صورت گرفت PCRواكنش ي تكثير شده و آغازگرهاي اختصاصي cDNAبا استفاده از  شد و به دنبال آن

PCR  قطعه تكثيـر شـده   نمونه مورد آزمايش، 20كه در سه نمونه از نشان داد درصد  5درصد و پلي اكريل آميد  5/1ژل آگارز در 

در آزمـون   با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي B تيپ وجوداين اولين گزارش از . وجود دارد bp 178در محدوده  B  مربوط به تيپ

RT-PCR باشد مي.  

 
  و پرايمرهاي اختصاصي B ،RT-PCR، تيپ BNYVV :كليدي هاي  واژه
  

  

  ١١١١مقدمه

طـور وسـيعي در اسـتانهاي     به (.Beta vulgaris L)چغندرقند 
بيمـاري ويروسـي   . شـود  خراسان رضوي و شمالي كشت مـي 

 رخاكزاد رايزومانيا مهمتـرين بيمـاري ويروسـي چغندرقنـد د    
ا بوده و هر ساله خسـارات فراوانـي را بـه محصـول     اين استانه

                                                
به ترتيب استاد ،كارشناس آموزشي و دانشجوي كارشناسي ارشد بيماري  .1

  شناسي گياهي، گروه گياهپزشكي دانشگاه فردوسي مشهد

  Email:Bjafarpour @ Ferdowsi.um.ac.ir               نويسنده مسئول  *

ــي  ــد وارد م ــزارع      چغندرقن ــي از م ــه برخ ــدي ك ــا ح ــد ت كن
چغندرقند را از كشت اين محصول استراتژيك محروم كرده 

از ايتاليــا  2بيمــاري رايزومانيــا اولــين بــار توســط كــانوا. اســت
گزارش شد و تا كنون از بسياري از كشورهاي دنيـا از جملـه   

لغارســتان، فرانســه، آلمــان، يونــان، مجارســتان،     بلژيــك، ب
قزاقستان، قرقيزستان، هلند، لهستان، روماني، سوئد، سـوئيس،  
تركيه، اكراين، انگلستان، يوگسلاوي، چين، ژاپـن، سـوريه و   

                                                
2. Canova 
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در ايـران بـراي اولـين بـار     ). 10(آمريكا گزارش شـده اسـت   
وجود گسترده بيمـاري رايزومانيـا در فـارس توسـط ايزدپنـاه       

ــد   ــزارش گردي ــتانهاي    ) 1(گ ــزارع اس ــودگي م ــپس آل و س
ــاران      ــور و همك ــط جعفرپ ــمالي توس ــوي و ش ــان رض خراس

ايـن   طبـق بررسـي ايشـان خسـارتي كـه      ،)3و  2( گزارش شد
كنـد تـا    بيماري به محصول چغندرقند در اين استانها وارد مـي 

در ايران تحقيقات فراواني در اين . رسد درصد نيز مي 70مرز 
تـوان بـه گـزارش     مـي  م شده است كه از جمله اينهازمينه انجا
توســط جــواد طــالبي و همكــاران در ســالهاي Bو  Aدوتيــپ 

  ).4(اخير اشاره كرد 
  ,)BNYVV( 1ويــروس رگبــرگ زرد نكروتيــك چغندرقنــد

است كـه   Benyvirusعامل بيماري رايزومانيا متعلق به جنس 
 Polymyxa betae Keskinبـه نـام    توسط يك قارچ خاكزاد

 BNYVV. يابـد  انتقال مي )Plasmodiophoraceaeخانواده (
ــيش از    ــدت ب ــه م ــادر اســت ب   ســال در سيستوســورهاي 15ق

 P. betae  10(باقي بماند.(  
ــد داراي ذرات    ــك چغندرقن ــرگ زرد نكروتي ــروس رگب وي

, 100, 85و بـا چهـار طـول مختلـف      20اي شكل به قطـر   ميله
اين ذرات بـه ترتيـب    هر كدام از. باشد نانومتر مي 390و  265

هـاي   اي مثبت به انـدازه  ي تك رشتهRNAحاوي چهار قطعه 
دو نــژاد . باشــند جفــت بــاز مــي 6746و  4612, 1774,  1467

داراي اين چهار قطعـه   Bو  Aاصلي اين ويروس يعني تيپهاي 
RNA وجود . باشند ميRNA   ي پنجمي نيز در ارتباط بـا ايـن

 ، وس در كشورهاي ژاپنچهار قطعه در برخي تيپهاي اين وير
فرانسه و قزاقستان گزارش شده است كـه بـه    ،انگلستان ،چين
ي RNAهــاي حــاوي  جدايــه. اطــلاق شــده اســت Pتيــپ  آن

پنجم ايجاد علائم شـديدتر و در نتيجـه خسـارت بيشـتري بـه      
  ).6(كنند  محصول چغندرقند وارد مي

شيوع گسترده بيماري رايزومانيا در استانهاي خراسان رضوي 
و شمالي و حساسيت بسياري از ارقام چغندرقند در منطقه، مـا  

                                                
1. Beet necrotic yellow vein virus  

را بر آن داشت تـا اقـدام بـه شناسـايي دقيـق تيپهـاي ويـروس        
هنـري و همكـاران   . نمـاييم  RT-PCRعامل بيماري بـا روش  

ــابي  ) 1996و  1995( ــايي و رديـــ از ايـــــن روش در شناســـ
BNYVV  8و  7(استفاده نمودند.(  

        

  مواد و روش ها

ويروس عامل بيماري رايزومانيا در  Bناسايي تيپ به منظور ش
استانهاي خراسان رضوي و شمالي در تابسـتان و اوايـل پـاييز    

ــاران   1384 ــتانهاي چن ــد شهرس ــزارع چغندرقن ــان ،از م  ،قوچ
 ،فريمـان  ،سـبزوار  ،نيشـابور  ،گلبهـار  ،مشهد ،بجنورد ،شيروان

 520تربت حيدريه بازديد بـه عمـل آمـد و تعـداد      ،تربت جام
ــاري   ن ــم بيمـ ــودگي و داراي علائـ ــه آلـ ــكوك بـ ــه مشـ مونـ

هـا در   غـده  ، هـا  آوري گرديد و پس از قطـع بـرگ بوتـه    جمع
پاكتهاي كاغذي همراه با ثبت مشخصات قرار داده شـد و در  
ســردخانه دانشــكده كشــاورزي تــا هنگــام بررســيهاي بعــدي  

بـه ويـروس   هـا   جهت اثبات آلودگي نمونه. نگهداري گرديد
ــدتيــك رگبــرگ زرد نكرو ازروش  (BNYVV) چغندرقن

  .استفاده شد ٢(DAS-ELISA)داس اليزا 

  

  آزمون داس ـ اليزا

ايــن آزمــون بــر اســاس روش كــلارك و آدامــز بــا انــدكي   
ها بـر اسـاس تغييـر     ارزيابي نتايج نمونه). 5(تغييرات انجام شد

رنگ آنها نسبت به شاهد منفي به طور چشمي يا با استفاده از 
 ELISA Reader, Avareness, Stat(ن دسـتگاه اليزاخـوا  

fax-2100 ( نــانومتر مــورد بررســي قــرار  405در طــول مــوج
ــد ــه. گرفتن ــذب را در دســتگاه      نمون ــترين ج ــه بيش ــايي ك ه

مورد استفاده قرار  RT-PCRاليزاخوان نشان دادند در آزمون 
هـا بـه    قطعـاتي از غـده   ، هـا  جهت نگهداري اين نمونه. گرفت

 ــ ــداري از ريشـ ــراه مقـ ــه  همـ ــل ورقـ ــا را در داخـ كهاي آنهـ

                                                
2. Double antibady sandwich enzyme linked immunosorbent 
assay 
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  21    ...  ويروس رگبرگ زرد نكروتيك Bوقوع تيپ 

ــا اســتفاده از نيتــروژن مــايع   آلومينيــومي قــرار داده و ســپس ب
منجمدكرده و بلافاصله همـراه بـا ثبـت مشخصـات نمونـه بـه       

  . منتقل گرديدند -C°20فريزر 
  

  ي كل گياهRNAاستخراج 

ــتخراج    ــت اس ــا   RNAجه ــوب ب ــاه از روش رس ــل گي ي ك
اسـتفاده شـد و تمـام بافرهـاي      (PEG6000)ول اتيلن گليك ـ پلي

بدين منظور چند قطعه . تيمار گرديد 1DEPCمورد استفاده با 
از غده منجمد شـده را درون هـاون چينـي تميـز و سـرد قـرار       
. داده و با كمك ازت مايع كـاملاَ بـه صـورت پـودر در آمـد     

گرم از پودر حاصل را بـه يـك ميكروتيـوب     ميلي 200سپس 
ml5/1 ــل ــوده و  منتق ــباع و    400نم ــل اش ــر فن  400ميكروليت

: وزنـــــي ،2بـــــه  1نســـــبت ( TNEميكروليتـــــر بـــــافر  
 ,100mM Tris/HCL, pH 7.5, 100mM NaCl))حجمـي 

10mM EDTA, 2%SDS and 2% 2-
Mercaptoethanol)  مخلـوط حاصـل بـه شـدت     . اضافه شـد

دقيقه  1به مدت  rpm13400تكان داده شد و بلافاصله با دور 
فاز رويي به ميكروتيوب جديد انتقـال داده  . گرديدسانتريفوژ 
ميكروليتـر كلروفـرم    100ميكروليتـر فنـل و    100شد وسـپس  

ــه  1نســبت ( ــي ، 1ب ــه آن اضــافه شــد ) حجمــي:وزن بعــد از . ب
فـاز رويـي بـه     ،دقيقـه  1سانتريفوژ با همان دور قبلـي و زمـان   

ميكروتيوب جديدي منتقل شـد و سـپس دو حجـم كلروفـرم     
بـــه ميكروتيـــوب اضـــافه شـــد و پـــس از ) ليتـــرميكرو 200(

. سانتريفوژ، فاز رويـي بـه ميكروتيـوب جديـد منتقـل گرديـد      
حجم فاز رويي كـاملاً مشـخص شـد و بـا اسـتفاده از فرمـول       

  :مواد زير به آن اضافه شد ،زير
 PEG6000 50ميكروليتـر   09/15+ ميكروليتر فـاز رويـي    100

  مولار NaCl 5ميكروليتر  69/10+ درصد 
  ميكروليتر 78/125= جم نهايي ح

                                                
1. Diethylpyrocarbonate 

 ،NaClدرصـد و غلظـت    6در اين مرحلـه   PEG6000غلظت (
  ).مولار است ميلي 500

سـپس  . مخلوط حاصل به آرامي سروته شد تا كاملاً حل شود
دقيقـه در روي   10ميكروتيوب حاوي مخلوط فوق بـه مـدت   

بـه  هـا   پس از اين مدت نمونـه . يخ و در يخچال نگهداري شد
فــاز . ســانتريفوژ شــدند rpm 13400يقــه بــا دور دق 10مــدت 

ميكروليتر اتـانول   100و  200حاصل با رويي حذف و رسوب
فازرويي حذف و رسـوب حاصـل   . درصد شستشو گرديد 70

درجـه سـانتيگراد نگهـداري     37دقيقـه در دمـاي    15به مدت 
حل گرديـد و   TE )8 (pHميكروليتر بافر  20رسوب در . شد

ــا اســتفاده . نگهــداري شــد) -Cº20(در فريــزر  بعــديهــاي  ت
در روي هـا   ، نمونـه RNAجهت اطمينان از صحت اسـتخراج  

نمونـه   20ي RNA. درصد، الكتروفورز شدند 2/1ژل آگارز 
مـورد   RNAآلوده به ويروس جهـت اسـتخراج   هاي  از نمونه

  .استفاده قرار گرفتند
  

 2پليمـراز نسـخه بـرداري معكـوس    اي  واكنش زنجيـره 

(RT-PCR)  

از  (cDNA)ي مكمل DNAي  جهت سنتز رشته :RTواكنش
با كمي تغييـرات اسـتفاده    Fermentaseدستورالعمل شركت 

ــد ــوب،   . ش ــك ميكروتي ــدا در ي ــر از  2ابت ي RNAميكروليت
از آغـازگر معكـوس اختصاصـي    pmol15استخراج شده را با 

مخلوط كرده و حجم آن بـا  ) ميكروليتر 5/1حدود ( 3ويروس
ميكروليتر رسانده شـد و بـه    11ئاز به آب مقطر عاري از نوكل

درجــه ســانتيگراد در بــن مــاري  70دقيقــه در دمــاي  5مــدت 
مـواد زيـر   . نگهداري گرديد و سپس به روي يـخ منتقـل شـد   

بعداً به مخلوط اضافه گرديد و حجم نهايي واكنش با استفاده 
  . ميكروليتر رسانده شد 19به  DEPCاز آب مقطر تيمار شده با 

 5x reaction buffer      رميكروليت 4

                                                
2. Reverse- Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT- 
PCR) 

  .آمده است PCRتوالي اين پرايمر در قسمت واكنش  .3
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             mM 4dNTPmix 10     ميكروليتر 2

 Ribonuclease inhibitor           ميكروليتر 5/0

  درجــه  37دقيقــه در دمــاي   5مخلــوط حاصــل بــه مــدت    
واحـد از آنـزيم    200سانتيگراد نگهداري گرديد و بدنبال آن 

RT (M-MuLV Reverse Transcriptase)   ــك ــادل ي مع
ــه اضــافه شــد  ميكرولي ــه هــر نمون ــر ب ــه. ت در دســتگاه هــا  نمون

 42با برنامـه حرارتـي    (Biometra, Tpersonal)ترموسايكلر 
 دقيقـه قـرار داده شـد و در پايـان     60درجه سانتيگراد به مدت 

درجه سـانتيگراد بـه    70جهت توقف واكنش، برنامه حرارتي 
درجــه ســانتيگراد جهــت  4دقيقــه و درجــه نهــايي  10مــدت 

حاصـل در   cDNA. به دستگاه داده شدها  دن نمونهخنك كر
درجه سانتيگراد نگهداري يا بلافاصله در واكـنش   -20دماي 
PCR وارد گرديد .  

در ايــن واكــنش از پرايمرهــاي اختصاصــي   :PCRواكــنش 
ــه   ــه ناحي ــوط ب ــروس مرب ــروس RNAاز  TGB1وي ي دوم وي

توالي آغازگرهاي اختصاصي كه مـورد اسـتفاده   . استفاده شد
 Rhizo BF : 5’-TTGرار گرفتنـد بـراي آغـازگر مسـتقيم     ق ـ

GGC AGC AAC TTA-3’  ــراي آغــازگر معكــوس و ب
Rhizo BR (Reverse): 5’-ACG GTG AGT ACA 

ACA TAC TGA-3’ آغــازگر . بــودRhizo BF  مكمــل
 Rhizo BRنوكلئوتيدي و آغازگر  1419الي  1405موقعيت 

ــدي   ــت نوكلئوتي ــوگ موقعي ــي  1562همول ــوم  1582ال از ژن
RNA2 در حـدود  اي  اين آغازگرهـا قطعـه  .باشند مي ويروس

bp178 10(كنند  را همانندسازي مي.(  
ــاوي 25در حجـــم نهـــايي  PCRواكـــنش  ــر و حـ   ميكروليتـ

  واحـــد آنــــزيم  cDNA ،25/1ميكروليتـــر از محصــــول   3 
 Taq DNA  شركت سيناژن(پليمراز( ،pmol10    از هـر كـدام

، MgCl2ميلـي مـولار    5/2از آغازگرهاي رفـت و برگشـت،   
 10xميكروليتـر بـافر    5/2و  dNTPميلي مولار مخلـوط   2/0

                                                
1. Triple gene block )شود در  ز كننده سه پروتئيني كه تصور ميرم

)حركت ويروس نقش داشته باشد  

PCR   4درجــه سـانتيگراد بــه مــدت   94و در برنامـه حرارتــي 
چرخـه   35دقيقه بعنوان واسرشته سازي آغازين و بـدنبال آن،  

ــامل  ــدت    94ش ــه م ــانتيگراد ب ــه س ــه،  1درج ــه  51دقيق درج
 1سـانتيگراد بـه مـدت     درجه 72دقيقه و  1سانتيگراد به مدت 

دقيقـه   6درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      72دقيقه و يـك چرخـه   
ــوان ــتگاه ترم  بعنـ ــيون در دسـ ــل پليمريزاسـ ــايكلروتكميـ   سـ

(Biometra, Tpersonal)  محصـول  . انجام گرديـدPCR  در
درجــه ســانتيگراد نگهــداري شــد و يــا بلافاصــله در ژل   -20

اعت در س ـ 2به مـدت  75درصد تحت ولتاژ ثابت  5/1آگارز 
الكتروفورز گرديـد و پـس از    bp DNA 100حضور نشانگر 

ــا دســتگاه     ــايج ب ــد، نت ــديوم بروماي ــا اتي ــزي ب ــگ آمي  UVرن
همچنين با توجه به اينكـه بانـد   . شد ترانسلوميناتور مشاهده مي

از ژل الكتروفـورز  ) bp 178(مورد انتظار بسيار كوچك بـود  
  راي ايــن بــ. عمــودي پلــي اكريــل آميــد نيــز اســتفاده گرديــد 

درصـد تحـت    5منظور الكتروفورز در ژل پلـي اكريـل آميـد    
ــت   ــاژ ثاب ــد    120ولت ــام گردي ــاعت انج ــدت دو س ــه م   در . ب

پايان اين مرحله رنگ آميزي ژل با محلول نيترات نقره انجـام  
  .شد
  

  نتايج و بحث 

  شناسايي اوليه ويروس با استفاده از آزمون داس اليزا

ليزا نشـان داد كـه اكثـر مـزارع     نتايج بدست آمده از آزمون ا 
مورد بررسي در استانهاي خراسان رضوي و شمالي آلوده بـه  

آوري شده  نمونه جمع 520باشند و در مجموع از  ويروس مي
 ،مشــهد ،بجنــورد ،شــيروان ،قوچــان ،از شهرســتانهاي چنــاران

تربـت   ،تربـت جـام   ،فريمان ،سبزوار ،نيشابور ،اخلمد ،گلبهار
ــاط ســفيد  ــه و رب ــه   235، حيدري ــوده ب ــه آل  (BNYVV)نمون

نمونـه كـه چگـالي نـوري      20نمونه آلوده،  235از بين . بودند
بيشتري را در دستگاه اليزاخوان نشان دادنـد جهـت اسـتخراج    

RNA كل گياهي استفاده شد .  
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  RT-PCRآزمون 

هاي بالاي ايـن آزمـون و عـدم وجـود مـواد       با توجه به هزينه 
انجام آزمون . زمايش قرار گرفتنمونه مورد آ 20كافي، تنها 
RT-PCR     ــپ ــي تي ــاي اختصاص ــتفاده از آغازگره ــا اس  Bب

شـد كـه نتـايج     bp178ويروس، منجـر بـه تكثيـر يـك قطعـه      
بانـد  ). 10(حاصل مطابق با اندازه مـورد انتظـار در منـابع بـود     

bp178  نمونه مورد بررسي، وجود داشـت   20در سه نمونه از
ويــروس عامــل بيمــاريزا در  Bكـه ايــن نشــان از وجــود تيــپ  

سه نمونـه مـورد نظـر متعلـق بـه مـزارع شـيروان،        . منطقه دارد
  ).2و  1(چناران و جلگه رخ بود،شكل 

وقوع گسترده ويروس عامل بيماري رايزومانيا سالانه موجـب  
ــزارع اســتانهاي خراســان رضــوي و    خســارات هنگفتــي در م

 ان رادو اسـت  شود تا حدي كه برخي از مـزارع ايـن   مي شمالي
. از كشت اين محصول مهم و استراتژيك محروم كرده است
  وجـــود ايـــن بيمـــاري در تمـــام مـــزارع مـــورد بررســـي بـــا 

ــيد    ــات رس ــه اثب ــزا ب ــون الاي ــود . آزم ــر وج ــالهاي اخي   در س
تري از قبيل استفاده از آنتي بادي منوكلنـال   روشهاي حساس 
اين امكان را به وجود آورده كه تيپهـاي   RT-PCR RFLPو 
ن ويروس نيز شناسايي شوند و با توجـه بـه نتـايج بـه دسـت      اي

، تيپ غالب اسـت و پـس از   Aآمده از ساير مناطق دنيا، تيپ 
و  6(بيشــترين فراوانــي را دارنــد Pو ســپس تيــپ  Bآن تيــپ 

10 .(  
عمـل   پيشرفت زيادي در شناسـايي ايـن تيپهـا بـه    در سال اخير 

دي، راتـي و  آمده است، به طوريكه با تعيـين تـوالي نوكلئوتي ـ  
اقـدام بـه طراحـي    ) 6(و همكـاران   1و هـارجو ) 12(همكاران 

وجـود پرايمرهـاي   . پرايمرهاي اختصاصي ايـن تيپهـا نمودنـد   
ي شـماره  RNAاز  TGBدر ناحيـه  Bو  Aاختصاصي تيپهـاي  

 5ي شـماره  RNAويروس و پرايمر اختصاصـي مربـوط بـه     2
 فراواني در جهت شناسـايي هاي  موجب كاهش هزينه ،Pتيپ 

  .تيپهاي اين ويروس شده است

                                                
1. Harju 

با تغييرات قابـل تـوجهي    PCRدر آزمون  bp 178تكثير باند 
درصـد بـه    5/1انجام شد و وجود اين باند ابتدا در ژل آگارز 

اثبات رسيد ولي با توجه بـه كوچـك بـودن بانـد مـوردنظر و      
حساسيت بالاي الكتروفورز عمودي ژل پلي اكريل آميـد نيـز   

ا از اين آزمون براي اثبات نتـايج خـود بـا    ما را بر آن داشت ت
آميـزي نهـايي ژل پلـي     رنـگ . حساسيت بالاتر كمك بگيريم

نيـز   bp 178اكريل آميد وجود باند واضـحي را در محـدوده   
در منطقه مـورد   Bاين اولين گزارش از وجود تيپ  .نشان داد
  .باشد مي بررسي

  

  
  

دي پلي اكريل آميد عمودر ژل از RT-PCRالكتروفورز محصول ) 1(شكل 

  درصد رنگ آميزي شده با نيترات نقره 5

  )DNA )100 bp DNA ladderنشانگر : 5و  1ستون 

هاي آلوده به ويروس و تكثير باند  از نمونه PCRمحصول : 3و  2ستون 

  ويروس Bمربوط به تيپ  bp 178در محدوده 

  )آب مقطر(شاهد منفي : 4ستون 
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درصد  5/1افقي آگارز در ژل  RT-PCRول الكتروفورز محص) 2(شكل 

  رنگ آميزي شده با اتيديوم برومايد

به  100و  80قطعات ) DNA )100 bp DNA ladderنشانگر : 9و  1ستون 

  شوند علت خروج از ژل مشاهده نمي

  )آب مقطر(شاهد منفي : 2ستون 

هاي آلوده به ويروس و تكثير باند  از نمونه PCRمحصول : 8تا  3ستون 

  ويروس Bمربوط به تيپ  bp 178محدوده در 
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Occurrence of the B type of Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), the causal 

agent of rhizomania disease in Razavi and Northern Khorasan provinces 

 
B.Jafarpour * – M.A. Sabokkhiz – S.Gharooni kardoni1 

 
 
 

Abstraet 

Rhizomania is one of the most economically important diseases of sugarbeet that causes a severe 
losses in root yield of sugarbeet in our country. Three types of BNYVV are known to exist, namely the 
A, B and P types. Distribution of type B in the world is in second rank after type A. As diagnosis of 
type B through serological methods or RT-PCR-RFLP are very costly, so we tried to use RT-PCR test 
in our research. Samples with rhizomania symptoms were collected from fields in Razavi and Nothern 
Khorasan provinces. Infection of samples was confirmed by DAS-ELISA. For RT-PCR experiments, 
at first we followed the previous protocol which has been set for the recognition of type A, but we 
could not get positive answer, so we changed RT-PCR protocol. After extraction of total RNA by 
PEG6000 percipitation method, cDNA of virus synthesized by using reverse specific primer (from 
TGB region of RNA2 of viral genome). PCR was performed with specific forward and reverse 
primers. PCR products were separated in 1.5% agarose gel and a 178bp band which was expected for 
type B appeared in 3 out of 20 samples which have been tested. This is the first report of the detection 
of type B of BNYVV through RT-PCR by using specific primers. 

 

Key words: Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), type B, RT-PCR and specific primers. 
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