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  چكيده

تواند نقش مهمي در كاهش عملكرد  ايران و برخي از مناطق جهان است كه مي ترين بيماري چغندرقند در ريزومانيا مهم

هاي مقاومت با  كار مقابله با اين بيماري استفاده از ارقام مقاوم است. رديابي ژن ين راهتر مناسبداشته باشد.  محصول

اي تاييد و تكرارپذيري شش نژادي ضروري است. در اين تحقيق بر هاي به استفاده از نشانگرهاي مولكولي در برنامه

بودند استفاده  Rz1نشانگر مولكولي ناجفت، از چندين توده اصلاحي و رقم تجارتي چغندرقند كه حامل ژن مقاومت 

اي مقاومت به ريزومانيا در چندين توده اصلاحي  هاي موجود الايزا مربوط به ارزيابي گلخانه شد. براي اين منظور از داده

 ، آزمونDNAهاي برگي از گياهان مورد نظر جداسازي و پس از استخراج  زمون مولكولي، نمونهاستفاده شد. براي آ

RAPD-PCR  با كمك آغازگرهاي مرتبط با نشانگرهاي مورد نظر انجام گرفت. سپس محصولاتRAPD  بر روي ژل

و عدم حضور نشانگر  آميزي، نتايج مربوط به نشانگرها مشاهده و به حضور آگارز الكتروفورز شده و پس از رنگ

هاي اصلاحي و نيز  ها در توده هاي الايزاي مربوط به تك بوته امتيازدهي شد. سپس درصد توافق نتايج نشانگرها با داده

نشان داد كه  درصد حضور نشانگرها در ارقام تجارتي محاسبه گرديد. مقايسه بين نتايج الايزا و آزمون مولكولي

درصد با نتايج  98 و 92به ترتيب با نسبت توافق  PN7-2 و PN3سته با آلل حساسيت) نشانگرهاي ناجفت (نشانگر پيو

درصد در ارقام  97 و 75درصد در ارقام تجارتي حساس و نسبت حضور  90و  87الايزا و به ترتيب با نسبت حضور 

يج اثر دز ژن نشان داد چنين نتا باشند. هم مي rz1تجارتي مقاوم از نشانگرهاي مناسب براي شناسايي آلل حساسيت 

داري كمتر از گياهاني با ژنوتيپ  طور معني به )Rz1Rz1(هموزيگوت غالب   الايزا گياهاني با ژنوتيپ ODكه ميانگين 

 باشد. در نشانگرهاي ناجفت مي )Rz1rz1( هتروزيگوت 
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  مقدمه

  اهميت چغندرقند

چغندرقند يكي از دو محصول مهم تأمين كنندة قند در  

ميليون هكتار  نهسطح كشت جهاني آن بالغ بر  باشد. جهان مي

ميليون تن از توليد شكر  34است. در حال حاضر بيش از 

 27 درصد) را به خود اختصاص داده است كه تقريباً 29جهاني (

ون تن در آمريكاي مركزي و ميلي 5/4ميليون تن آن در اروپا، 

 450هزار تن در آفريقا و  840ميليون تن در آسيا،  5/2شمالي، 

 .(Draycott 2006)شود  هزار تن در آمريكاي جنوبي توليد مي

ميزان توليد ريشه چغندرقند در داخل كشور حدود چهار ميليون 

 Ananymus(تن در سال قبل بوده است هزار  ششصدو 

1390(.  
  

  زومانيابيماري ري

 كند مي تهديد را چغندرقند ترين بيماري كه گياه مهم 

زراعت اين گياه را مختل نموده است. اين  كه باشد ميريزومانيا 

تواند  مي است، قندهاي چغندر ترين بيماري بيماري كه از مخرب

اين بيماري اه را از بين ببرد. ـحتي تا صددرصد محصول اين گي

يزدپناه و همكاران از فارس گزارش اولين بار در ايران توسط ا

متعاقب آن بيماري از اكثر  .)Izadpanah et al. 1375( شد

 Toodehfallah et( مناطق چغندركاري كشور گزارش گرديد

al. 1379( . ويروس عامل بيماري ريزومانيا يا

BNYVV(Beet Necrotic Yellow Vein Virus) 

(Tamada 1975) يكسا م يـام پلـي بنـارچـط قـتوس

 Keskin) شود منتقل مي (Polymyxa beta keskin)بتا

 . تنها راه حفاظت محصول چغندرقند در مزرعة آلوده به(1964

BNYVV .دو ژن مقاومت به  عمدتاً، كشت ارقام مقاوم است

اند كه از منابع مختلف  يزومانيا در چغندرقند شناسايي شدهر

اند  ري شدهگذا نام Rz2 و Rz1صورت ه اند و ب منشأ گرفته

(Scholten and Lange 2000) .  

در بررسي منابع مقاومـت بـه    DNA اهميت نشانگرهاي 

   بيماري

هاي ارزيابي كلاسيك گـزينش   كه روش با توجه به آن

مقاومت به بيماري از نوع فنوتيپي بـوده و وابسـته بـه شـرايط     

كننده هستند و در فصل خاصي  محيطي و يكنواختي عامل آلوده

كننده  گيرند و نيز بعضي گياهان از عامل آلوده نجام مياز سال ا

شوند، از ايـن رو   گريزند و به ظاهر مقاوم تلقي مي به نحوي مي

عنـوان روش تكميلـي و يـا     هاي مولكولي، به با استفاده از روش

توان گياهان دربردارنـده ژن مقاومـت را در سـطح     جايگزين مي

 DNAرهاي مولكـولي  ژنوتيپي شناسايي نمود. بنابراين نشـانگ 

اوم باشـند  ـهاي مق پـتوانند ابزاري مفيد براي انتخاب ژنوتي مي

 ــابي و افــ ـجويي در زمـان ارزي  ث صرفهـو باع  ــزاي ت ـش دق

   .)Norouzi 1387( ردندـاب گـانتخ

  

هاي مقاومت به  نشانگرهاي مولكولي پيوسته با ژن

  ريزومانيا

 Pelsy and Merdinoglu)پلسي و مردينوگلو  

 RAPDبراي شناسايي نشانگرهاي  BSAاز روش  (1996

استفاده  Hollyپيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا در منبع 

نشانگر  44آغازگر  19آغازگر استفاده شد كه  160نمودند. از 

بندي  گروه پيوستگي طبقه 9چندشكل توليد نمودند كه در 

 Scholten et al. 1997 and(شولتن و همكاران شدند. 

را براي ژن  Rz2 و نام Hollyرا براي ژن  Rz1 ، نام)1999

گزارش  (Amiri 2003)پيشنهاد نمودند. اميري  WB42(هاي) 

 )Rz2(با يك ژن غالب WB42نمود كه مقاومت در منبع 

حدود  Holly در منبع Rz1ن از ژن آشود و فاصله  كنترل مي

 .Amiri et al)و همكاران اميري باشد.  سانتي مورگان مي 35

با بررسي وراثت مقاومت به بيماري ريزومانياي   (2003

و  Holly هاي مقاومت در منابع چغندرقند دريافتند كه ژن

WB42 2003(باشند. اميري  غيرآللي و به صورت پيوسته مي( 
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حاصل از تلاقي  F2در جمعيت  RAPDبا استفاده از تكنيك 

 Hollyومتو چغندر يك ساله با منابع مقا 261هاي نرعقيم  رگه

با  (Repulsion) موفق گرديد يك نشانگر ناجفت WB42 و 

سانتي مورگان) براي مكان ژني  6/3(با فاصله  پيوستگي شديد

Rz2  حاصل از منبعWB42  و يك نشانگر جفت با پيوستگي

 دست آورد.ه ب  Hollyحاصل از منبع Rz1كم براي مكان ژني 

اده از چهار آنالوگ با استف (Lein et al. 2007)لين و همكاران 

-cZR-1  ،cZR-9  ،cZR( هاي ژن مقاومت از چغندرقند به نام

ها بر روي كروموزوم  دريافتند كه اين آنالوگ )cZR-3 و 7

قرار داشته و همراه با جايگاه ژن كمي بزرگ اثر  3شماره 

نوحي و همكاران  شوند. مقاومت به ريزومانيا تفكيك مي

)Nouhi et al. 2008(  استفاده از روشي مشابه و با نيز با

، موفق به شناسايي دو نشانگر RAPDاستفاده از نشانگر 

جفت باز در وضعيت جفت و  1150با اندازه  OF-09هاي  بنام

با  OP-AN9 و ديگري Rz1 سانتي مورگان از ژن 27فاصله 

سانتي  7/13جفت باز در وضعيت ناجفت و با فاصله  600اندازه 

د. اين نتايج عيناً توسط مصباح شدن Rz1مورگان از ژن 

)Mesbah 2007(  نيز گزارش شده است. نوروزي)Norouzi 

با  and Feghhi 2009( Norouzi)و فقهيو نوروزي  )2008

 R1نشانگرهاي موفق به شناسائي  RAPDاستفاده از تكنيك 

 سانتي مورگان از ژن 3/8و 32/2به ترتيب در فواصل  R2و 

Rz1 رهاي در فاز ناجفت و نشانگC4 وC1  به ترتيب در فواصل

  در فاز جفت شدند.  Rz1سانتي مورگان از ژن  5/27و  4/21

ييد أت بررسي تكرارپذيري وهدف از اين تحقيق 

پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانياي  ناجفتنشانگرهاي 

از و بررسي اثر دز ژن مقاومت  Hollyاز منبع زراعي چغندرقند 

تعيين  ها با نتايج آزمون الايزا وطريق مقايسه نتايج نشانگر

درصد حضور نشانگرها در ارقام تجاري مقاوم و حساس 

  باشد. پلاسم مي براي ارزيابي سريع ژرم چغندرقند

  

  ها روش مواد و

  مواد گياهي

هاي   توده شاملهاي گوناگون چغندرقند  ژنوتيپ

هاي مقاوم به ريزومانيا حاصل از  افشان (گردهS1-A اصلاحي 

همدان)  FC-709-2 هاي توده افشان (گرده S2-Aيراز)، بالك ش

هاي  (توده FC هاي مقاوم به ريزومانيا)، (اوتايپ S1-B و

ژرم مقاوم به ريزومانيا)، والد  اصلاحي منوژرم و مولتي

ارقام تجارتي حساس )، HM1990(رقم  20322افشان  گرده

 جيتاو ارقام مقاوم فلورس، دوروتي، بيري رجينا، شيرين و رسول

نشانگر  ششييد أو لاتيتيا و ارقام متحمل زرقان و جام جهت ت

در اغلب  پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا به كار رفتند.ناجفت 

  بوته بررسي شد. 20-150ها بين  ژنوتيپ

  

  نشانگرهاي مورد آزمون

ناجفـت پيوسـته بـا ژن     RAPDمولكـولي   هاينشانگر

 ,PN3, PN7-1, PN7-2شـامل  )Rz1( مقاومت بـه ريزومانيـا  

PN10, PN11-2, PN13-3   بـر اسـاس منـابع داخلـي و     كـه

هـاي اصـلاحي    ها در توده ييد و تكرارپذيري آنأخارجي جهت ت

داخلي و ارقام تجارتي مقاوم و حسـاس بـه ريزومانيـا انتخـاب     

ــدند.  ــن ش ــر اي ــانگرتكثي ــا نش ــادفي ها ب ــاي تص  10آغازگره

توالي . نجام گرفتانوكلئوتيدي به صورت تك و يا جفت آغازگر 

اين آغازگرها پـس از ثبـت در بانـك ژن قابـل اسـتفاده سـاير       

  محققان خواهد بود.

  

گيري غلظت ويروس  براي اندازه )ELISA(آزمون الايزا 

BNYVV  
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چه گياهان با  گيري غلظت ويروس در ريشه اندازه 

بادي  استفاده از آزمون الايزا به روش ساندويچ دو طرفه آنتي

)DAS-ELISA( زـمطابق روش معمول كلارك و آدام 

)Clark and Adams 1977(گاه ـه در آزمايشـ، ك

رج ــك واقـع در سسه تحقيقات چغندرقندؤگياهپزشكي م

  . )Amiri et al. 2003(سازي شده بود انجام شد  هـبهين

  

  DNAاستخراج 

با روش تغيير يافته دلاپورتا و  DNAاستخراج 

   انجام شد. )Dellaporta et al. 1983( همكاران

  

   PCR -  APDآزمون مولكولي 

در حجـم   RAPDمراز براي انجام  واكنش زنجيره پلي

ميكروليتر براي هر واكنش انجام گرفت. حجم مـورد   25نهايي 

، ng/µl25ميكروليتر با غلظت  5/1در يك واكنش،  DNAنياز 

ــر 5/2 ــر 10x buffer ،2ميكروليتـ  dNTP  5/2ميكروليتـ

مـولار،   ميلـي  25با غلظـت   MgCl2ميكروليتر  8/1مولار،  ميلي

ميكروليتر(يـك   ng/µl 30 ،2/0با غلظت آغازگر ميكروليتر  يك

 مـراز  مراز بود. واكنش زنجيره پلـي  پلي SmarTaqواحد) آنزيم 

در دسـتگاه ترموسـايكلر بـا مراحـل زيـر       RAPDبراي آزمون 

چرخـه   C  94 ،40°دقيقه واسرشـت سـازي اوليـه در    5: شامل

، اتصال C94°ثانيه در دماي  40به مدت  واسرشته سازي شامل

بـه  آغـازگر  ، توسـعه  C 34°ثانيـه در دمـاي   40به مدت آغازگر 

اي  دقيقــه 10و يــك مرحلــه  C72°در دمــاي  ثانيــه 80مـدت  

براي تكميل طول قطعات تكثيـر   C72°توسعه نهايي در دماي 

محصـولات   . سـپس الكتروفـورز  صورت گرفت شده در واكنش

، 100درصد با ولتاژ  2/1در ژل آگارز  PCRيا  RAPDواكنش 

آميزي ژل در اتيديوم برومايد و عكس برداري در دسـتگاه   رنگ

ــدي     ــوي نواربن ــت الگ ــت. در نهاي ــام گرف ــاز ژل انج مستندس

  ها روي ژل مشخص شد. ژنوتيپ

  

  محاسبات آماري

در  Rz1اصل نشانگرها با مكـان ژنـي   وبراي محاسبه ف

 ـ حالـت ناجفـت از روش    .Barzen et al(ارزن و همكـاران  ب

  د: شصورت زير استفاده ه ب )1997

  

 

هـاي مولكـولي از    براي تعيين درصد توافق نتايج الايـزا بـا داده  

  رابطه زير استفاده گرديد:

 

  

هـاي مقـاوم از    در ژنوتيـپ  RZ1براي تعيين اثر دز ژن

 هاي الايزا و طرح كاملاً تصادفي نامتعادل بر اساس مقايسه داده

هاي  با توجه به نرمال نبودن دادهنتايج مولكولي استفاده گرديد. 

قبل از تجزيه آماري از تبديل لگاريتمي (در پايـه  مقادير الايزا، 

افـزار   اي تبديل شده با اسـتفاده از نـرم  ـه داده) استفاده شد. 10

SAS )SAS Institute Inc., cary, NC(   تجزيه واريـانس و

س از تجزيه واريانس و مقايسه تيمارها پمقايسه ميانگين شدند. 

هاي تبديل شده، ميانگين تيمارها به مقياس اصلي  بر روي داده

  خود برگردانده شد. 

  

  نتايج و بحث
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SM   1   2    3     4    5    6   7     8    9  10   11 12   13  14 15   16  17  18  19  20   21  22   23  24    

PN3:800 bp 

 آزمون الايزابررسي نتايج 

اي كه داراي غلظت  پس از انجام آزمون الايزا نمونه

تر) رنگ زرد  هاي خود است (فرد حساس بيشتر ويروس در ريشه

د و ـده ان ميـهاي پليت الايزا نش تري در چاهك گپررن

با سازد بالاتر است.  گاه الايزا خوان آشكار ميـددي كه دستـع

2گيري اندازه X كش بالا و پايين  به ترتيب خط 3Sd+Xو   

بر اساس روش  .آيد دست مي هها ب براي ارزيابي مقاومت نمونه

2بالاي  OD هاي با نمونه (2003) ري و همكارانامي X 

مقاوم و غيرآلوده   3Sd+X تر از پايين OD، با )S( حساس

)R( .در نظر گرفته شدند 

، درصد بود ها مشخص شده  هايي كه الايزاي آن در توده

، RAPD ودست آمده از آزمون الايزا ه توافق بين نتايج ب

ها تنها درصد حضور ژن تعيين  محاسبه شد و در ساير توده

ييد نشانگرهاي منتخب در أگرديد. لازم به ذكر است كه براي ت 

هاي اصلاحي، درصد توافق نشانگر با الايزا و در ارقام  توده

تجارتي درصد حضور يا عدم حضور نشانگر از اهميت خاصي 

نتايج مندرج در جداول  برخوردار است كه اين مسئله در كليه

شود. نتايج مربوط به هر يك از  مربوط به نشانگرها ديده مي

 نشانگرهاي بررسي شده در اين تحقيق به شرح زير مي باشند:

  PN3نشانگر 

هاي به كار رفته براي اين  باند مشاهده شده در ژنوتيپ

اين . )1(شكل  به حالت ناجفت بود bp800حدود نشانگر در 

 ، S1 ، S2هاي اصلاحي   هريك از تودهنشانگر روي 

، ارقام تجارتي HM1990 افشان ، والد گردهFCهاي توده

درصد توافق نتايج . )1جدول (حساس و مقاوم آزمون گرديد 

 ها در سه توده اصلاحي  بوته نشانگر مذكور با نتايج الايزاي تك

S1 و S2 درصد بود. در رقم تجارتي مقاوم  100تا  86بين

(يك دليل احتمالي،  نگر ناجفت ديده نشدفلورس نشا

  باشد). در اين رقم مي Rz1هموزيگوت بودن ژن غالب 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

). 12- 24هاي  (ستون S1-B ) و1- 11هاي  (ستون S1-Aهاي اصلاحي  در توده  PN3الگوي الكتروفورزي مربوط به نشانگر ناجفت  1شكل

هاي مقاوم هتروزيگوت و  مربوط به بوته 22و  21، 14، 11، 7، 3،4هاي  هاي حساس، ستون مربوط به بوته 23و  17، 8، 5، 2، 1هاي  ستون

جفت باز نشانگر مربوط به آلل  800باشند). باند  هاي مقاوم هموزيگوت مي مربوط به بوته 24و  20، 19، 18، 16، 15، 13، 12، 10، 9، 6هاي  ستون

  DNA)(Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker نشانگر تعيين اندازه SM:شود.  ميهاي حساس يا هتروزيگوت ديده  حساسيت در تك بوته
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  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپ PN3نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  1جدول 

  

  نشانگر درصد حضور  نشانگر با الايزا درصد توافق  مورد آزمون هاي تعداد بوته  نوع ژنوتيپ  رديف

 …  S1-A 120  92هاي اصلاحي  توده 1

  …  S2-A 73  100هاي اصلاحي  توده 2

  …  S1-B 116  86 هاي اصلاحي   توده 3

4 FC   78  … 691  توده هاي اصلاحي

5 HM1990 گرده افشان   167 … 79 

 0 … 15 رقم فلورس 6

 75 … 101 ارقام تجارتي مقاوم خارجي* 7

 91 … 22 ارقام تجارتي زرقان و جام 8

 87 …  75 ارقام تجارتي حساس** 9

  رسول، شيرين و رجينا :ارقام تجارتي حساس**     فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا :ارقام تجارتي مقاوم* 

  PN7نشانگر

هاي به كار رفته براي  باندهاي مشاهده شده در ژنوتيپ

ناجفت  1280 حدود هاي در اندازه اين نشانگر به ترتيب

ام نشانگر (با نناجفت  1350) و PN7-1(با نام نشانگر 

PN7-2دست آمده است كه نتايج اين دو نشانگر ه ) ب

 2هاي  ها در شكل و الگوي باندي آن 3 و 2جداول در 

  آمده است. 3و 

   
  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپPN7-1 نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  2جدول 

  
  نشانگر درصد حضور  الايزا نشانگر با درصد توافق  مورد آزمون هاي بوته تعداد  نوع ژنوتيپ  رديف

 …  S1-A 60 95هاي اصلاحي  توده 1

  …  S2-A 41  83هاي اصلاحي   توده 2

  …  S1-B 81 99 هاي اصلاحي  توده 3

4 FC69  … 16 توده هاي اصلاحي  

 40 … 38 ارقام تجارتي مقاوم خارجي* 5

 46 … 13 ارقام تجارتي زرقان و جام 6

 76 … 38 ارقام تجارتي حساس** 7

  رسول، شيرين و رجينا :ارقام تجارتي حساس**     فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا :ارقام تجارتي مقاوم* 

  

  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپPN7-2 نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  3جدول 

  
  نگرنشا حضور درصد  نشانگر با الايزا درصد توافق  مورد آزمون هاي بوته تعداد  نوع ژنوتيپ  رديف

 …  S1-A 90 98هاي اصلاحي  توده 1

  …  S2-A 41  100هاي اصلاحي   توده 2

  …  S1-B 98 97 هاي اصلاحي  توده 3

4 FC100  … 16 توده هاي اصلاحي  

 97 … 65 ارقام تجارتي مقاوم خارجي* 5

 85 … 13 ارقام تجارتي زرقان و جام 6

 90 … 48 ارقام تجارتي حساس** 7

  رسول، شيرين و رجينا :ارقام تجارتي حساس**   فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا :ومارقام تجارتي مقا* 
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PN7-1:1280bp 

 

1      2      3      4      5      6      7      8       9    10    SM    11    12   13     14    15 

 

PN7-2:1350bp  

 

  

  

  

  

 

 DNA)(Lambda DNA   نشانگر تعيين اندازه S1-A ،:SMنمونه از توده  10در  PN7-1الگوي الكتروفورزي نشانگر ناجفت  2شكل 

/EcoRI+HindIII Marker  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 DNA)(Lambda DNAنشانگر تعيين اندازه S1-A،:SMنمونه از توده   15در  PN7-2نشانگر ناجفت  الگوي الكتروفورزي 3شكل 

/EcoRI+HindIII Marker 

  

  PN10نشانگر 

 bp حدود در اندازةباند مشاهده شده براي اين نشانگر 

اين نشانگر روي هر يك از  .ودبجفت نابه صورت  900

ساس رسول و مقاوم رقم تجارتي ح ،S1 ، S2هاي اصلاحي   توده

دست  هب 4به صورت جدول و نتايج آن  بريجيتا آزمون گرديد

  آمد.
 

  

  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپPN10 نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  4جدول 
 

  نوع ژنوتيپ  رديف
  تعداد 

  مورد آزمون هاي بوته

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا

  درصد

  نشانگر حضور

 …  S1-A 30 90 هاي اصلاحي توده 1

  …  S2-A 10  90هاي اصلاحي  توده 2
 83 … 6  رقم مقاوم بريجيتا  3

 60 …  5  رقم حساس رسول 4

  PN11-2 نشانگر

 bp 500حدود اين نشانگر باند مشاهده شده براي 

رقم  ،S1 ، S2هاي اصلاحي  هر يك از توده روي كه  ودبجفت نا

يد و نتايج آن تجارتي حساس رسول و مقاوم بريجيتا آزمون گرد

 دست آمد.ه ب 5به صورت جدول 

  

 1       2         3       4        5       6       7       8         9      10      SM    
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  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپPN11-2 نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  5جدول 

  

  رديف
  نوع ژنوتيپ

  

  تعداد 

  مورد آزمون هاي بوته

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا

  درصد

  نشانگر حضور

 …  S1-A 17 76هاي اصلاحي  توده 1

  …  S2-A 10  80 هاي اصلاحي توده 2
 100   13 رقم مقاوم بريجيتا 3

 100 …  8 رقم حساس رسول 4

 

  PN13-3 نشانگر

 bp830 باند مشاهده شده براي اين نشانگر شامل 

نشانگر مذكور روي هريك  .) بودPN13-3ناجفت (به نام 

، ارقام تجارتي FCهاي توده ،S1، S2هاي اصلاحي   از توده

درصد حضور و درصد توافق  حساس و مقاوم آزمون گرديد.

  دست آمد.ه ب 6در جدول  براي آن

   
  هاي مختلف چغندرقند در ژنوتيپPN13-3 نتايج تكرارپذيري نشانگر ناجفت  6جدول 

 

  نوع ژنوتيپ  رديف
  هاي بوته تعداد

  مورد آزمون 

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا 

  حضور درصد

  نشانگر

 …  S1-A 16 88هاي اصلاحي  توده 1

  …  S2-A 33  97هاي اصلاحي   ودهت 2
  …  S1-B 4 100 هاي اصلاحي  توده  3
4 FCهاي اصلاحي  توده  15 …  73  

 85 … 47 ارقام تجارتي مقاوم خارجي*  5

 59 … 44 ارقام تجارتي حساس**  6

  رسول، شيرين و رجينا :ارقام تجارتي حساس**     فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا :ارقام تجارتي مقاوم *

  

  بندي نشانگرهاي ناجفت مورد آزمون  جمع

خلاصه  7نتيجة كلي نشانگرهاي مورد آزمون درجدول 

هر يك از نشانگرها درصد توافق كلي نشانگر با  شده است. در

نتايج الايزا و درصد حضور نشانگر در ارقام تجارتي مقاوم و 

 حساس آمده است.

  
  Rz1يد نشانگرهاي مولكولي ناجفت منتخب پيوسته با ژن خلاصه نتايج تاي 7جدول 

  نوع نشانگر  نام نشانگر  رديف
 اندازه

  )bpنشانگر(

 درصد توافق

كلي نشانگر با 

  الايزا

  نشانگر درصد حضور

  در ارقام مقاوم  ارقام حساس در

1  PN3 RAPD 800  92 87 75 

2 PN7-1  RAPD  1280  94 76 40 

3  PN7-2 RAPD 1350  98 90 97 

4 PN10 RAPD  900  90 60 83 

5 PN11-2 RAPD 500  78 100 100 

6 PN13-3 RAPD  830  94 59 85 
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و تكنيك  RAPDبا استفاده از نشانگر  (2003) اميري

BSA  اقدام به شناسايي نشانگرهاي مولكولي پيوسته با

ژن(هاي) مقاومت به ريزومانيا نمود. وي براي منبع مقاومت 

Holly  جفت با پيوستگي كم و براي منبع مقاومت يك نشانگر

WB42  يك نشانگر ناجفت با پيوستگي شديد شناسايي كه

حدود  WB42 تدر منبع مقاوم Rz2مكان ژني  از آنفاصله 

 Nouhi et)نوحي و همكاران  .دست آمده بسانتي مورگان  6/3

al. 2008)  نيز با استفاده از روشي مشابه و با استفاده از نشانگر

RAPD، هاي  نامه موفق به شناسايي دو نشانگر بOF-09  با

سانتي  27جفت باز در وضعيت جفت و فاصله  1150اندازه 

جفت  600با اندازه  OP-AN9و ديگري  Rz1مورگان از ژن 

سانتي مورگان از ژن  7/13باز در وضعيت ناجفت و با فاصله 

Rz1 ) شدند. اين نتايج عيناً توسط مصباحMesbah 2007 نيز (

 Norouzi and Feghhi( شده است. نوروزي و فقهي ارائه

موفق به شناسائي  RAPD) با استفاده از تكنيك 2009

سانتي  3/8و 32/2به ترتيب در فواصل  R2و  R1نشانگرهاي 

به  C1و C4 در فاز ناجفت و نشانگرهاي  Rz1مورگان از ژن 

در  Rz1سانتي مورگان از ژن  5/27و  4/21ترتيب در فواصل 

نشانگرهاي الذكر،  از محققان فوقيك  ز جفت شدند. اما هيچفا

روي بر  ها آنتكرارپذيري و ييد أتبه منظور را دست آمده  هب

هاي مختلف مورد بررسي قرار  تودهاز  تعداد زيادي تك بوته

بنابراين در تحقيق حاضر عمده نشانگرهاي ذكر شده در  ندادند.

 RZ1ها با ژن  آن پيوستگيداخلي و خارجي كه علمي منابع 

ها در چندين توده  قبلا گزارش شده بود بررسي تكرارپذيري آن

به ريزومانيا انجام اصلاحي و رقم تجارتي حساس و مقاوم 

جاي نشانگر ه ها ب ها تاييد ولي عمده آن گرفت كه برخي از آن

ذكر شده در منبع اوليه توليد نشانگر(هاي) ديگري نمودند. علت 

ر طبق نظر محققان زير قابل توجيه باشد. اين موضوع شايد ب

) براي Giorio e al. 1997گيوريو و همكاران (براي مثال 

 پيوسته با ژن مقاومت هولي كه قبلاً RAPDنشانگر  10ييد أت

 يشناساي (Barzen et al. 1997)توسط بارزن و همكاران 

شده بود از يك توده در حال تفكيك براي ژن هولي استفاده و 

نشانگر مذكور در توده  10مودند كه تنها شش نشانگر از ثابت ن

گريمر و چنين  همشود و تكرارپذيري دارد.  ييد ميأها ت نآ

در بررسي تكرارپذيري و  )Grimmer et al. 2007(همكاران 

پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا كه  RAPDنشانگر  10ييد أت

گرفتند كه  توسط ساير محققان گزارش شده بود نتيجه قبلاً

ييد أتنها يك نشانگر در توده ايشان تكرارپذيري داشته و مورد ت

گزارش شده  گيرد و ساير نشانگرها با فواصلي كه قبلاً قرار مي

يد را تكرارپذيري كم يأييد نشدند. ايشان علت اين عدم تأبود ت

و نيز تفاوت در زمينه ژنتيكي  RAPDبرخي از باندهاي 

در تحقيقات افراد مختلف دانستند كه اين هاي به كار رفته  توده

هر حال ه ب ثر باشد.ؤم RAPDتواند بر الگوي باندهاي  تنوع مي

نتيجه تحقيق حاضر منجر به معرفي تعداد زيادي نشانگر ناجفت 

هاي اصلاحي و ارقام  شده است كه در توده RZ1پيوسته با ژن 

ه مي سسه تحقيقات چغندرقند قابل استفادؤتجارتي موجود در م

 باشند. 

ه ضريب اطمينان هر يك از نشانگرهاي مولكولي ب

تواند همان درصد توافق كلي نشانگر با نتايج  دست آمده مي

تاييد نشانگرهاي  الايزا باشد. البته لازم به ذكر است كه اولاً

مذكور بر اساس ميانگين چندين توده اصلاحي و يا ارقام 

آمده است و در واقع  دسته تجارتي مقاوم و حساس چغندرقند ب

ها نتايج توافق و يا حضور  براي اكثر نشانگرها در همه ژنوتيپ

شود در  دست نيامده است بنابراين پيشنهاد ميه يكساني ب كاملاً

ارتباط نشانگرهاي مولكولي منتخب در اين  پروژهاي آتي اولاً

تحقيق با تعدادي ژنوتيپ كه نمره آلودگي در مزرعه داشته 

ست آيد تا بهترين نشانگرهاي مولكولي پيوسته با ژن ده باشند ب

براي غربال هر توده  مقاومت به ريزومانيا معرفي شوند. ثانياً
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اصلاحي از نشانگر(هايي) استفاده نمود كه بيشترين درصد 

هاي الايزا و يا نمره  همخواني را با نتايج مقاومت (بر اساس داده

شانگرهاي معرفي شده در ن اند. ثالثاً آلودگي در مزرعه) داشته

در آمده ) SCARپروژه آتي به صورت نشانگرهاي اختصاصي (

تري داشته باشند تا ضمن  كه جايگاه اتصال مشخص

كارگيري در  تكرارپذيري بيشتر از سهولت بيشتري نيز جهت به

آزمايشگاه نشانگرهاي مولكولي برخوردار شوند. بدين ترتيب با 

رهايي را كه ارزش كاربردي توان نشانگ انجام اين مهم مي

بيشتري دارند مشخص نمود و اميدوار بود كه نشانگرهاي 

توانند در پروسه تهيه رقم مقاوم به ريزومانيا، ه مولكولي مذكور ب

ها و در  زمان و هزينه اصلاح را كاهش و دقت انتخاب تك بوته

  نتيجه سودمندي انتخاب را افزايش دهند.

  

  انيامقاومت به ريزوم دز ژن اثر

در نشانگرهاي ناجفت، گياه مقاوم هموزيگوت 

)Rz1Rz1( با عدم حضور باند و گياه مقاوم هتروزيگوت 

)Rz1rz1( و گياه حساس )rz1rz1(  به صورت حضور باند

شوند. با مقايسة بين نتايج آزمون الايزا و آزمون  مشخص مي

هان مقاوم  را از گيا )rz1rz1( هان حساس توان گيا مولكولي مي

تشخيص داد. در اين تحقيق براي هر  )Rz1rz1( تروزيگوته

كه با نشانگرهاي  )Rz1Rz1(و  )Rz1rz1( هاي يك از ژنوتيپ

آزمون  مورد PN13-3 و PN7-2و  PN3 ، PN7-1ناجفتمنتخب 

صورت جداگانه ميانگين ه قرار گرفته بودند ب RAPDمولكولي 

OD  8ولجد. همانطور كه در محاسبه شدها  براي آنالايزا 

 الايزا گياهاني با ژنوتيپ ODميانگين  شود مشاهده مي

بيشتر از گياهاني با داري  به طور معني )Rz1rz1( هتروزيگوت 

در كليه نشانگرهاي  )Rz1Rz1(هموزيگوت غالب   ژنوتيپ

مقاومت بيشتر رسد  به نظر ميباشد. در نتيجه  ميناجفت مذكور 

 )Rz1Rz1(لب غا (مقدار الايزاي كمتر) گياهان هموزيگوت

 دز آلل ژناثر ناشي از  )Rz1rz1( نسبت به گياهان هتروزيگوت

Rz1  .البته براي تاييد نهائي اين مطلب نياز به باشد

باشد. هاي بيشتر در شرايط آلودگي شديدتر مي آزمايش

  اجفت منتخبالايزا درگياهان هموزيگوت و هتروزيگوت مقاوم به ريزومانيا براي نشانگرهاي ن ODميانگين  8جدول
 

  نام نشانگر
  ميانگين جذب الايزاي

  Rz1Rz1بوته هاي  

  ميانگين جذب الايزاي 

  Rz1rz1بوته هاي 

PN3 097/0 a 142/0 b 

PN7-1 089/0 a
 135/0 b

 

PN7-2 093/0 a 136/0 b
 

PN13-3  125/0 a 225/0 b 

  دارند.نار د اختلاف معني پنج درصد در سطح احتمال ارقامي كه در هر ستون انديس مشابه دارند

  

اثر ژن  )Scholten et al. 1996( شولتن و همكاران

هولي را به صورت غالبيت كامل بدست آوردند به طوري كه 

حساس  حاصل تلاقي يك گياه كاملاً F1پس از تهيه گياهان 

با يك گياه هموزيگوت مقاوم نتيجه گرفتند كه از نظر مقدار 

روزيگوت با هت F1تجمع ويروس تحت شرايط آلوده گياهان 

گياهان هموزيگوت غالب جذب ويروس يكساني دارند و بدين 

  ترتيب اثر دز ژن را تاييد نكردند. 

در بررسي  )Wisler et al. 1999(وايزلر و همكاران 

در سطوح مختلف پلوئيدي  Rzارتباط بين فراواني آلل غالب 

مقدار جذب  Rzrzچغندرقند ثابت نمودند كه هيبريد ديپلوئيد 
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دارد. ايشان  Rzrzrzاي كمتري نسبت به هيبريد تريپلوئيد الايز

در يك ژنوتيپ  Rzهاي  (تعداد الل Rzبيان نمودند كه دز آلل 

در يك  rzبه آلل  Rz(نسبت آلل   Rzيا فرد) و نيز فراواني 

رقم) هر دو از عوامل مهم در عملكرد كلي ارقام چغندرقند 

  باشند.  تحت شرايط آلوده به ريزومانيا مي

اثر دز  )Ghanbari et al. 1386(و همكاران قنبري 

ييد نكردند و علت آن را آلودگي كم أرا در مزرعه ت Rz2ژن 

زمين آزمايشي و نيز استفاده از تنها يك سطح ديپلوئيدي 

چغندرقند در آزمايش خود دانستند و اظهار داشتند براي تعيين 

ه و نيز استفاده آلود اثر دز ژن به تحقيقات بيشتر در زمين شديداً

از سطوح مختلف پلوئيدي مانند تريپلوئيد و تتراپلوئيد چغندرقند 

  مي باشد. 

با استفاده از  )Nouhi et al. 2009(نوحي و همكاران 

هاي يك نشانگر ناجفت و مقادير جذب الايزا در يك توده  داده

F2 هاي هموزيگوت غالب را از هتروزيگوت   توانستند ژنوتيپ

د و ميانگين جذب الايزاي مشابه اي براي اين دو تفكيك نمودن

 Rz1دست آوردند. ايشان  نتيجه گرفتند كه دز ژن ه ژنوتيپ ب

ثيري در ميزان مقاومت به ريزومانيا ندارد. با اين حال به نظر أت

كه در تحقيق ايشان تعداد افراد هموزيگوت  رسد به علت آن مي

هتروزيگوت بود غالب برخلاف انتظار حدود دو برابر افراد 

تعداد افراد هموزيگوت غالب  F2رفت در يك جامعه  (انتظار مي

ناشي از گيري ايشان  نصف افراد هتروزيگوت باشد) شايد نتيجه

  . اين مسئله بوده باشد

 .Wisler et al(ه طبق اظهارات وايزلر و همكاران ـالبت

مقاومت به ريزومانيا در بيشتر ارقام تجارتي چغندرقند  )1999

و نيز تعدادي عوامل كمي است كه بر  Rzتوسط آلل غالب 

گذارند. بنابراين شايد اختلاف نظري كه  اثر مي Rzتظاهر ژن 

در منابع مختلف وجود دارد به همين  Rzدر مورد اثر دز ژن 

شود كه اثبات و يا نفي اثر دز  مسئله بازگردد و اين امر باعث مي

  اي نباشد. ژن كار ساده

 

  گيري نتيجه

دست آمده از تحقيقات ه در اين تحقيق نشانگرهاي ب

هاي اصلاحي و ارقام تجارتي مقاوم و  قبل، روي تعدادي از توده

. بر ارزيابي شده است Hollyحساس به ريزومانيا از منشاء 

دست آمده با درجات  هباساس اين تحقيق نشانگرهاي قبلي 

انگرهاي نشها  قرار گرفتند كه از بين آنتاييد مورد مختلفي 

به  PN7-2 و PN3ناجفت (نشانگر پيوسته با آلل حساسيت) 

درصد با نتايج الايزا و به ترتيب  98 و 92ترتيب با نسبت توافق 

درصد در ارقام تجارتي حساس و  90و  87با نسبت حضور 

در ارقام تجارتي مقاوم از درصد  97 و 75نسبت حضور 

. باشند مي rz1نشانگرهاي مناسب براي شناسايي آلل حساسيت 

در با استفاده از عدم حضور نشانگرهاي ناجفت مذكور بنابراين 

هاي هموزيگوت غالب  وان بوتهت هاي چغندرقند مي ژنوتيپ

  احتمالي را شناسايي نمود. 

 

 تشكر و قدرداني

سسه تحقيقات ؤوسيله از مديريت محترم م بدين

اند  چغندرقند كه امكانات اجراي اين پژوهش را فراهم نموده

  كمال قدرداني و تشكر را داريم.
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