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ارزیابی مولکولی و افزایش فراوانی ژن مقاومت به نماتد مولد سیست 
چغندرقندیافشانگردهدر طی چند نسل خود

1پیمان نوروزي

چکیده
ه اصــلاحیتــودازافــزایش فراوانــی ژن مقاومــت بــه نماتــد مولــد سیســت چغندرقنــد منظــوربــه 

261*(20314*W-1009)کــه حامــل ژنHs1pro-1در برنامــه در ســال اول ایــن تــوده . بــود اســتفاده شــد
DNAهـاي برگـی جهـت اسـتخراج      در مزرعـه علامـت گـذاري و نمونـه    ها و بوتهسلکسیون قرار گرفت 

تهیه گردید و سـپس ارزیـابی مولکـولی گیاهـان حامـل ژن مقاومـت بـا اسـتفاده از نشـانگر مولکـولی           
STS و آزمونPCR   ورنـالیزه شـده  هـاي  در سـال دوم ایـن تحقیـق، ریشـه    . اختصاصـی انجـام گرفـت

هـا در زیـر کـیج    حامل ژن مقاومت پس از یادداشـت بـرداري وضـعیت حضـور علائـم گـال روي ریشـه       
همزمـان در گلخانـه   S1بـذور برداشـت شـده    . در مزرعـه ایزولـه کشـت گردیدنـد    S1جهت تهیه بـذر  

طـول فصـل زمسـتان    جهت آزمون مولکولی و در مزرعـه اشـتکلینگ جهـت تهیـه ریشـه کشـت و در      
Hs1pro-1بـا اسـتفاده از نشـانگر   S1گیاهـان نتـایج آزمـون مولکـولی    . لیزه شـدند در داخل مزرعـه ورنـا  

،در سـال سـوم  .درصـد متغیـر اسـت   63تـا  25بـین  S1هـاي  نشان داد که حضور ژن مقاومت در لایـن 
هاي حامل ژن مقاومت کـه در زمسـتان سـال قبـل ورنـالیزه شـده بودنـد در زیـر         ریشهمانند سال قبل، 

در گلخانـه  S1بـذور برداشـت شـده    . در مزرعـه ایزولـه کشـت گردیدنـد    جدید S1کیج جهت تهیه بذر 
بــا اســتفاده از نشــانگر S1گیاهــاننتــایج آزمــون مولکــولی . جهــت آزمــون مولکــولی کشــت شــدند

Hs1pro-1 هـاي  نشان داد که حضور ژن مقاومت در لایـنS1  تـا  39بـین  افـزایش یافتـه اسـت و    منتخـب
هـاي  بنابراین نتـایج نشـان داد کـه بـا چنـد نسـل خـودگرده افشـانی لایـن         .باشدمیدرصد متغیر 80

تـوان  حامل ژن مقاومت به همراه انتخاب ژنوتیپی گیاهـان مقـاوم بـا اسـتفاده از نشـانگر مولکـولی مـی       
. هاي با درصد بالاي ژن مقاومت دست یافتبه لاین

، نشانگر مولکولیمقاومت، گرده افشان، دیپلوئید،مولد سیستچغندرقند، نماتد: هاي کلیديواژه

)norouzi@sbsi.ir:نویسنده مسئول(،مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندرقند،دانشیار-1
18/4/92: تاریخ پذیرش9/8/91:تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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مقدمه
چغندرقند یکی از دو محصول مهم تـأمین  

سـطح کشـت   .باشـد کنندة قند در جهان مـی 
. میلیــون هکتــار اســت9جهــانی آن بــالغ بــر 

میلیـون  34در حال حاضر بیش از چغندرقند 
را به خود ) درصد29(تن از تولید شکر جهانی 

میلیون تـن  27اختصاص داده است که تقریباً
ــا،  ــاي  5/4آن در اروپ ــن در آمریک ــون ت میلی

میلیـون تـن در آسـیا،    5/2مرکزي و شـمالی،  
هـزار تـن در   450هزار تـن در آفریقـا و   840

یـزان  م).7(شـود  آمریکاي جنـوبی تولیـد مـی   
ر داخل کشـور حـدود   تولید ریشه چغندرقند د

تن در سـال قبـل   و ششصد هزار چهار میلیون 
). 1(بوده است 

77ها در کشاورزي حدود خسارت نماتد
و ) 10(میلیارد دلار در سال در جهان است 

ها لکرد چغندرقند در اثر حمله نماتدکاهش عم
نماتد ). 24(درصد برآورد شده است10حدود 

ترین مهم1چغندرقندیا مولد سیست سیستی 
نماتد چغندرقند است و بیش از یکصد سال 

. باشداي میاست که موضوع مطالعات گسترده
هاي زیادي از دامنه میزبانی وسیعی شامل گونه

خانواده کنوپودیاسه و کروسیفره را دارا 
هاياستانایران مناطقی از در. باشدمی

اصفهان، فارس، آذربایجان غربی، خراسان، 
نماتد هستنداینآلوده به،و کرمانکرمانشاه 

در تمام مناطق تقریباً،نماتد سیستی.)2(
شود و بسته به چغندر کاري دنیا یافت می

در سال تولید لسن2-5شرایط اقلیمی بین 
صورت هعلائم بیماري در مزرعه ب. کندمی
ها هاي موضعی همراه با ضعف و زردي بوتهلکه

کند که پس از در اواسط دوره رشد بروز می

هاي ها از خاك وجود ریشهخارج کردن ریشه
هاي شیري رنگ نماتد زیاد و سیست2فرعی

در گیاهان . هاي فرعی نمایان استروي ریشک
هاي فرعی آلوده، ریشه اصلی کوتاه و ریشه

نماتدها را .)16(شود متعددي ایجاد  می
توان به وسیله تناوب زراعی، ضد عفونی با می

نماتد کش و یا کاشت ارقام مقاوم سموم 
علت خطر ه کنترل شیمیایی ب. کنترل نمود

سموم و اثرات زیست محیطی با محدودیت 
هاي مقاوم بنابراین اصلاح واریته. مواجه است

ترین راه کنترل پیشنهاد به عنوان امید بخش
).11(شود می

در ارتباط با استفاده از مقاومت ژنتیکی در 
در آمریکا و ) 6(مبارزه با نماتد، دونی و ویتنی 

در هلند با ارزیابی ژرم ) 9(بروك هاي
هاي چغندرقند و مواد اصلاحی آن پلاسم

منبع مقاومت در گونهمعلوم نمودند که 
Beta vulgaris  sub.sp.vulgaris وجود

هاي وحشی چغندر حداقل درون گونه. ندارد
هاي سه ژن مقاومت به نماتد روي کروموزوم

قرار دارند که Procumbentsمختلف بخش
در کروموزوم شماره یک هر Hs1شامل ژن
در Hs2، ژنProcumbentsسه گونه

Betaهايکروموزوم شماره هفت گونه

procumbens وB. webbiana و ژنHs3 در
B. webbianaکروموزوم شماره هشت گونه 

اي بین پس از تلاقی بین گونه).11(باشد می
و B.procumbensچغندر وحشی چغندرقند و

از 3تولید چغندرهایی با یک کروموزوم اضافی
مقاوم به نماتد هاي گونه وحشی، منوسومیک

منشا گونهبا Hs1ژن.بدست آمد
procumbens موسوم بهHs1 pro-1 بوده که

1- Heteroderaschachtiischmidt 2- Hairy root 3- Monosomic addition lines
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بیش از سایر منابع جهت انتقال به ارقام زراعی 
این ژن مقاومتی .چغندرقند بکار رفته است

این ).11(نماید تک ژنی و غالب را ایجاد می
ژن مقاومت روي کروموزوم شماره یک 

B.procumbens قرار دارد و به ژنHs1prol

) 3(مشهور است که توسط کاي و همکاران 
. جداسازي و تعیین توالی گردید

Beta maritimaوحشیهمچنین در گونه

مقاومت به نماتد سیستی وجود دارد که وراثت 
هاي مغلوب کنترلژنی و با ژنچندآن 
هاي مقامت به نماتد سیستی ژن.شودمی

هاي وحشی از خزانه ژنی گونهچغندرقند 
هاي اصلاحی وارد به درون لاینBetaجنس 

. )4(اندشده
هاي کلاسیک با توجه به آنکه روش

گزینش مقاومت به بیماري، از نوع فتوتیپی 
بوده و وابسته به شرایط محیطی و یکنواختی 
عامل آلوده کننده هستند و در فصل خاصی از 

نیز بعضی گیاهان از گیرند و سال انجام می
گریزند وبه عامل آلوده کننده به نحوي می

شوند، از این رو با استفاده ظاهر مقاوم تلقی می
عنوان روش تکمیلی ه هاي مولکولی، باز روش

توان گیاهان در بردارنده ژن و یا جایگزین می
. مقاومت را در سطح ژنوتیپی شناسایی نمود

توانند میDNAبنابراین نشانگرهاي مولکولی 
هاي مقاوم ابزاري مفید براي انتخاب ژنوتیپ

جویی در زمان ارزیابی و باشند و باعث صرفه
).8،17،18(افزایش دقت انتخاب گردند

موفق به شناسایی ) 14(همکارانمصباح و 
هاينامه تکراري بDNAسه قطعه توالی 

OP-X2 ،PB6-4وSat-121 در
هاي وحشی چغندر از ژنوم گونه

) هاي(شدند که با ژنProcumbentsگروه
. مقاومت به نماتد پیوستگی ژنتیکی داشتند

با مشاهدة حضور) 12(لنگ و دي باك 
Sat-121 در گیاهانی که یک قطعه و یا کل

یاB.patellarisکروموزوم شمارة یک از 
B.procumbens به آنها اضافه شده بود، نتیجه

تواند به عنوان نشانگر گرفتند توالی فوق می
به Hs1pat-1وHs1pro-1) هاي(محل ژنی ژن
در بین ) 20(ساندل و همکاران . کار برده شود

منتقل شده بود، نها به آHs1گیاهانی که ژن
را از دست Hs1گیاهان مقاومی یافتند که ژن 

توالی bp159داده بودند و همچنین نوار حدود
نیز در این گیاهان مقاوم Sat-121تکراري

وجود حداقل یک ژن دیگر را نهاآ. دیده نشد
براي ایجاد مقاومت در مقابل نماتد مولد 

واحدي . اندسیست چغندرقند ضروري دانسته
در موسسه تحقیقات اصلاح و ) 23(و همکاران
هاي اولیه در جهت گامقندچغندرتهیه بذر

تعیین منابع مقاومت به نماتد مولد سیست 
برداشتند و طی دو سال آزمایش قند چغندر
اي نتیجه گرفتند که، تعدادي از مزرعه

W-1009هاي مورد آزمون که با ژنوتیپ توده

اند، از نظر کیفی و مقاومت برتري تلاقی یافته
.خود بودندخوبی نسبت به والدین و شاهد 

رقم از 12در آزمایشی مقاومت ) 21(سلطانی 
ارقام داخلی و خارجی را در دو منطقه خراسان 
و آذربایجان غربی  با استفاده از شاخص تولید 

نسبت به نماتد مولد سیست )RF(مثل 
نتایج این آزمایش نشان داد که . ارزیابی کرد

در هر دو منطقه Paulettaو Paulinaارقام 
ت به این نماتد مقاومت در خور توجهی نسب

داشتند و نسبت به سایر تیمارها برتري 
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در بین هیبریدهاي داخلی هیبرید. داشتند
ها  از نظر دـنسبت به سایر هیبری27060

صفات مورد بررسی از وضعیت بهتري برخوردار 
هاي براي شناسایی گیاهان مقاوم، روش. بودند

در (ژنوتیپی و) در گلخانه و مزرعه(فنوتیپی
) آزمایشگاه با استفاده از نشانگرهاي مولکولی

براي Hs1استفاده از نشانگر . وجود دارد
هاي چغندرقند مقاوم به نماتد گزینش ژنوتیپ

مطرح2003در سال در کشور براي اولین بار 
همبستگی نشانگر مولکولی وجود.)17(دش

با مقاومت به نماتد سیستی در Hs1ژن 
موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندرقند 

نیز تائید) 15(توسط مصباح و همکاران 
در طی مطالعه نشانگر ) 18(نوروزي . گردید

هاي هاي مقاوم تودهدر  تک بوتهHs1pro-1ژن
اصلاحی حاصل از تلاقی رقم مقاوم با رقم 

مقاومت حساس نشان داد که درصد حضور ژن 
درصد متغیر است 60ها از صفر تا در بین توده

درصد گیاهان مقاوم 34ها و درمجموع توده
اند و با توجه به این بودهHs1pro-1داراي ژن

گیري نمود که در مشاهدات اینگونه نتیجه
هاي مقاومت گیاهان مقاوم به نماتد یا ژن

دیگري وجود داشته است که با آغازگر 
قابل تکثیر نبوده و یا Hs1pro-1اختصاصی ژن 

هاي مقاوم در واقع حساس بوده و در بوته
اي به طریقی از لاروهاي نماتد ارزیابی گلخانه

ایشان بیان داشت که با توجه . اندگریز نموده
به آنکه حضور این نشانگر مولکولی همواره 
مقاومت فنوتیپی گیاهان مورد آزمون را نشان 

این نشانگر در غربال توان ازداده است، می
مولد هاي چغندرقند مقاوم به نماتدژنوتیپ
در شرایط آزمایشگاهی استفاده نمود و سیست

هاي تهیه رقم، زمان بدین ترتیب در پروسه
ها را اصلاحی را کاهش و دقت انتخاب تک بوته

. از طریق ارزیابی ژنوتیپی با نشانگر افزایش داد
یک والد مقاوم براي این منظور حداقل نیاز به

به نماتد است که در تهیه رقم تجارتی به کار 
با انجام تحقیق حاضر به یک یا چند والد . رود

گرده افشان دیپلوئید مقاوم به نماتد دست 
خواهیم یافت که در تهیه بذر هیبرید تجارتی 

.مقاوم قابل استفاده خواهند بود

هامواد و روش
مواد گیاهی

ندرقنـــــــداصـــــــلاحی چغتـــــــوده 
261*(20314*W-1009)  ــی ــه از تلاقــــ کــــ

Beta vulgaris(چغنـدر زراعـی   L. (   بـا لایـن
بــــــا منشــــــا(W-1009جابجــــــائی

B. procumbens ( ــت ــده اسـ ــت آمـ ، بدسـ
بـذر  .مواد گیاهی ایـن تحقیـق را تشـکیل داد   

ایـــن تـــوده در اوایـــل بهـــار در مزرعـــه     
هـاي مرحلـه   سلکسیون کشت شـد و مراقبـت  

.  داشت صورت گرفت
برداري گیاهان از مزرعهنمونه

گــذاري تــک بوتــه شــماره200از حــدود 
شده در مزرعـه، نمونـه بـرگ جداسـازي و بـه      

ــزر منهــاي     ــگاه منتقــل و در فری 80آزمایش
گـــراد تـــا زمـــان اســـتفاده  درجـــه ســـانتی

. داري گردیدنگه
DNAاستخراج 

ــس از  ــهپ ــرگ از  نمون ــرداري ب ــان ب گیاه
ــوردنظر ــتخراج ، م ــا روش DNAاس ــرب تغیی

.انجام شد) 5(دلاپورتا و همکاران یافته 
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PCRآزمون 

هـــاي DNAپـــس از رقیـــق کـــردن   
اســتخراجی بــا آب مقطــر، واکــنش اســتاندارد 

PCR نـــانوگرم 75بـــاDNA ژنـــومی، بـــافر
PCR،dNTP200  ،25میکـــــرو مـــــولار

ــی ژن  ــاي اختصاصـــ ــانوگرم آغازگرهـــ نـــ
Hs1pro-1  ــک ــزیم ت ــک واحــد آن 1پلیمــرازو ی

ــنش   ــی واک ــم کل ــه  25در حج ــر ب میکرولیت
دقیقـــه در5: شـــرح زیـــر صـــورت گرفـــت

Co94 ــامل 35و ــه (چرخـــه شـ یـــک دقیقـ
ــازي در  ــته ســ ــه Co94 ،50واسرشــ ثانیــ

ثانیــه توســعه 80و Co50اتصــال آغــازگر در
ــا بســط  ــازگر ی ــه ) Co72در آغ ــک مرحل و ی

بــراي تکمیــل Co72اي بســط در دقیقــه10
ســـپس ،شـــدهطـــول  قطعـــات تکثیـــر  

در ژل آگـــارز PCRالکتروفـــورز محصـــولات 
ــول   2/1 ــت و ژل در محل ــام گرف ــد انج در ص

گـرم در لیتـر بـه    اتیدیوم برومایـد یـک میلـی   
ــدت  ــگ 10-20م ــه رن ــد و  دقیق ــزي ش آمی

توســـط دســـتگاه مســـتند DNAنوارهـــاي 
تحــت نــور مـاوراي بــنفش رؤیــت  2سـازي ژل 

.گردیده و عکس برداري شد
هاریشهورنالیزه کردن 

پــس از مشــخص شــدن نتــایج مولکــولی، 
از مزرعـــه Hs1ریشـــه گیاهـــان حامـــل ژن 

برداشــت و بــه ســـردخانه موسســه جهـــت    
.ورنالیزاسیون منتقل شدند

S1تهیه بذر 

هـاي انتخـاب شـده حامـل     هاي بوتهریشه
ژن مقاومت به نماتد کـه زمسـتان سـال قبـل     

و ورنــالیزه شــده بودنــد ابتــدا از نظــر ظــاهري
داشـت بـرداري   وضعیت گال روي ریشـه یـاد  

ــدند ــه. ش ــدن و   ریش ــیم ش ــس از دو ن ــا پ ه
ضــدعفونی بــا محلــول قــارچکش، بــه مزرعــه  
. منتقـــل و و در زیـــر کـــیج کشـــت شـــدند 

هــاي مرحلــه داشــت شــامل آبیــاري، مراقبــت
هــاي هــرز تــا زمــان کــوددهی و وجــین علــف

ــذر  ــدهی و تولیــد ب در مزرعــه صــورت S1گل
. گرفت

ــذر ــت بـ ــون S1کشـ ــه و آزمـ در گلخانـ
مولکولی

کـه بـذر بـه انـدازه     S1از شماره بـذرهاي 
24هـاي  کافی تولید نمـوده بودنـد در گلـدان   

تائی در گلخانـه کشـت شـدند و پـس از یـک      
ــه   ــان نمون ــن گیاه ــاه از ای ــرگ و  م ــرداري ب ب

ــتخراج  ــون DNAاسـ ــه روش PCRو آزمـ بـ
ــزان    ــد و می ــام ش ــگاه انج ــوم در آزمایش مرس
حضور ژن مقاومت در نتـاج هـر یـک از بـذور     

S1بدست آمد.
در مزرعه3کشت اشتکلینگ

هـا پـس از   برداشت شـده از کـیج  S1بذر 
ــتکلینگ   ــه اش ــاري در مزرع ــهریور  بوج در ش

. بــــه صــــورت جداگانــــه کشــــت شــــدند
هــاي مرحلــه داشــت شــامل آبیــاري، مراقبــت

هــاي هــرز در طــول کــوددهی و وجــین علــف
هــا در داخــل  پــاییز انجــام گرفــت و بوتــه   

مزرعــه در طــول فصــل زمســتان ورنــالیزه     
.شدند

هـاي گـرده   گیاهـان تـوده  ارزیابی مولکولی 
کشت شده در مزرعهS1افشان 

ــولی      ــون مولک ــایج آزم ــه نت ــه ب ــا توج ب
هــاي گــرده افشــان کــه در گلخانــه     تــوده

از هـا  یـک از تـوده  صورت گرفتـه بـود و هـیچ   
ــر ژن  ــد،    Hs1نظ ــالص نبودن ــورت خ ــه ص ب

1- Taq polymerase 2- Gel documentation 3- Steckling
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تصــمیم گرفتــه شــد کــه گیاهــان اشــتکلینگ 
هــا پــس از انتقــال بــه مربــوط بــه ایــن تــوده

ــه   ــد بوت ــتقرار و رش ــه و اس ــزارع ایزول ــا و م ه
ــدهی ــانگر قبـــل از گلـ ــتفاده از نشـ ــا اسـ ، بـ

مولکولی غربـال شـوند، بـه طـوري کـه فقـط       
ــه ــل ژن  بوت ــاي حام ــد و  Hs1ه ــاقی بمانن ب

.ها حذف شوندحساس

نتایج و بحث
سال اولارزیابی مولکولی

مقایسـه  هـا و نگـاري نمونـه  انگشـت نتایج 
ــاي  ــوي نوارهـ ــورد ي DNAالگـ ــان مـ گیاهـ

ــاهد   ــراه ش ــه هم ــی ب ــاس و  بررس ــاي حس ه
در شــکل یــک نشــان داده مقــاوم بــه نماتــد،

Hs1pro-1آغــازگر اختصاصــی ژن . شــده اســت

در تعدادي از گیاهـان مقـاوم تولیـد محصـول     
.انتظار را نمودموردجفت بازي1323

حضورةبا مشاهد)12(دي بوك لنگ و 
در گیاهانی که یک قطعه و Sat-121نشانگر

یا B.patellarisیک از ة یا کل کروموزوم شمار
B.procumbensبیان اضافه شده بود،نهابه آ

تواند به عنوان نشانگر کردند توالی فوق می
به کار Hs1pat-1وHs1pro-1) هاي(محل ژنی ژن

با Sat-121همبستگی توالی تکراري.برده شود
توسط سالنتین و همکاران Hs1pro-1محل ژنی

با دو جمعیت مختلف تلاقی برگشتی ) 19(

تفاوت در الگوي باند .مورد آزمایش قرار گرفت
در جفت بازي 159حدوددهی وجود باند

گیاهان مقاوم در مقابل عدم حضور این باند در 
با غربال ) 18(نوروزي .س بودگیاهان حسا

اصلاحی چغندرقند که از توده 15مولکولی 
Beta vulgaris(تلاقی چغندر زراعی  L. ( با

ءبا منشا(W-1009لاین جابجائی
B. procumbens (نتیجه بدست آمده بودند ،

به خوبی قادر Hs1pro-1گرفت که نشانگر ژن 
هاي حساس از مقاوم به تفکیک ژنوتیپ

هاي حامل ژن ریشهدر تحقیق حاضر، . باشدمی
از نظر شکل ظاهري، وزن Hs1pro-1مقاومت 

ریشه و علائم گال با یکدیگر متفاوت بوده که 
وجود . خلاصه شده است1نتایج آن در جدول 

گال احتمالا به دلیل انتقال بخشی از 
کروموزوم گونه بتا پروکامبنس به چغندر 

هایی که حامل ژن زراعی است که در نمونه
مقاومت بوده ولی فاقد علائم گال هستند 

M    1    2 3……………………................…….……….....………..….....………… ...…20 21
DNAاندازه

(bp)

1323

.هادر تعدادي از تک بوتهHs1pro-1با آغازگر اختصاصی ژن PCRنتایج آزمون - 1شکل
M : نشانگر تعیین اندازهDNA.رقم نماکیل(ستون یک گیاه شاهد مقاوم واجد ژن مورد نظر.(

هاییتک بوته3-21هاي و ستون) رقم رسول(نظرد گیاه شاهد حساس فاقد ژن مور2ستون 
جفت بازي حاصل1323از توده اصلاحی چغندرقند که در تعدادي از آنها محصول 

.شوددیده  میHs1pro-1از تکثیر ژن
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در طی میوز قطعات ژنی مرتبط با گال احتمالاً
هاي حامل ژن از ریشه. را از دست داده اند

S1مقاومت و فاقد علائم گال براي تولید نسل 

.استفاده گردید

ها ریشهحاصل از تکS1و میزان بذر Hs1pro-1وضعیت ریشه هاي منتخب حامل ژن مقاومت - 1جدول 
)گرم(S1میزان بذر شکل ظاهري ریشه)گرم(وزن ریشه علائم گال ریشهریشهشمارهردیف

1BC-N1عدم ساقه روي و گلدهیطبیعی کشیده750بدون گال
2BC-N2135داراي انشعابکشیده 750گال بزرگ4حامل
3BC-N315کشیده550گال کوچک5حامل
4BC-N5135طبیعی کشیده300بدون گال
5BC-N6حذف در مزرعهطبیعی200بدون گال
6BC-N710طبیعی200بدون گال
7BC-N828منشعب200یک گال بزرگ
8BC-N923طبیعی150بدون گال
9BC-N10عدد20طبیعی150بدون گال
10BC-N1120طبیعی150بدون گال
11BC-N1220طبیعی150بدون گال
12BC-N13حذف در مزرعهطبیعی75بدون گال
13BC-N141طبیعی75بدون گال
14BC-N15حذف در مزرعهطبیعی75بدون گال

سال دوممولکولیارزیابی
ــین    ــت دربـ ــور ژن مقاومـ ــزان حضـ میـ

63تــا 25بـین  S1گیاهـان مربــوط بـه نتــاج   
کـه احتمـالا   ) 2جـدول  (درصد متفـاوت بـود   

ــدي     ــاه وال ــودن گی ــوت ب ــت هتروزیگ ــه عل ب
البتــه احتمــال وجــود لــوپ . آنهــا بــوده اســت

در مرحله میـوز در گیـاه والـدي کـه باعـث از      
ــتن ژن  ــت رف ــتHs1دس ــده و در گام ــا ش ه

بخشی از نتاج فاقـد ژن مربـوط خواهنـد شـد     

 ـ. را نیز بایستی در نظـر گرفـت   هرحـال بـا   ه ب
ــه درصــد حضــور ژن مقاومــت، عــدم   توجــه ب
تشکیل گال در ریشـه گیـاه والـدي و داشـتن     
ــین    ــه، از ب ــافی در مزرع ــتکلینگ ک ــاه اش گی

S1 ،هـــــاي کشـــــت شـــــده در مزرعـــــه
جهـــت انتخـــاب N12و N11هـــاي شـــماره

ــه   ــک بوت ــد  ت ــراي تولی ــدد ب ــذر مج در S1ب
.انتخاب شدندبعدسال 
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اي و وضعیت گال در ریشه گیاه والدي آنهاگلخانهS1نتایج آزمون مولکولی گیاهان -2جدول 
لاین شماره ردیف

تعداد گیاهانگال ریشهدر گلخانه
PCRشده

تعدادگیاهان
Hs1+

درصد
Hs1+

1N2+12433
2N3+301963
3N5-12433
4N7-11764
5N8+11655
6N9-12325
7N11-511428
8N12-693551
9N14-12650

ارزیابی مولکولی سال سوم
ــین    ــت دربـ ــور ژن مقاومـ ــزان حضـ میـ

80تـا  39بـین  S1گیاهان مربـوط بـه نتـاج    
کـه احتمـالا   ) 3جـدول  (درصد متفـاوت بـود   

ــدي     ــاه وال ــودن گی ــوت ب ــت هتروزیگ ــه عل ب
بـر اسـاس اظهـارات سـالنتین     . آنها بوده است
ــاران  ــل از لایــن   ) 19(و همک در نتــاج حاص

ــایی  ــدود ) W1009(جابجـ ــوار % 16/45حـ نـ
ــه  ــوط ب ــدHs1مرب ــده ش ــدنی. دی ــایج مع نت

ــور ژن   ) 13( ــد حض ــه درص ــان داد ک ــز نش نی
هــاي اصــلاحی بســیار مقاومــت در بــین تــوده

گیـاه مقـاوم بـه    60متغیر اسـت و از مجمـوع   
درصـد، نـوار مربـوط بـه ژن     27نماتد حدود 

Hs1pro-1را نشان دادند .

5تا1نمره رشد آنها در گلدان با مقیاس اي وگیاهان گلخانهنتایج آزمون مولکولی -3جدول 

شماره لاین در ردیف
گلخانه

تعداد گیاهان 
آزمون شده

تعداد گیاهان
Hs1pro1مثبت

درصد گیاهان 
Hs1pro1شماره لاین در نمره رشدمثبت

اشتکلینگ
1N11-493024805N1-1

2N12- 31810565/3N1-2

3N12- 6187393N1-3

4N12-114531695/3N1-4

5N12-16189503N1-5

6N12-184529643N1-6

7N12-20189503N1-7

موسســــات خصوصــــی اصــــلاح بــــذر 
چغندرقنــــد در کشــــورهاي اروپــــایی بــــا 
اســــتفاده از خاصــــیت ترکیــــب پــــذیري  

بــا Hs1حامــل ژن 1هــاي جابجــایی لایــن
ــپ ــد   ژنوتی ــه تولی ــق ب ــد موف ــاي چغندرقن ه

ــد    ــه نمات ــاوم ب ــد مق ــام تجــارتی چغندرقن ارق
انــد کــه در ســطح تجــارتی امــروزه     شــده

هـاي اخیـر   در طـی سـال  . گـردد استفاده مـی 
با تـلاش محققـان موسسـه تحقیقـات اصـلاح      

ــی  و ــد تلاق ــذر چغندرقن ــه ب ــین  تهی ــایی ب ه
1- Translocation lines
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هـــاي زراعـــی چغندرقنـــد بـــا لایـــن  رگـــه
از گونـــــه Hs1جابجـــــایی حامـــــل ژن  

procumbens  ــوده ــده و ت ــام گردی ــاي انج ه
اصلاحی مقاوم بـه نماتـد بدسـت آمـده اسـت     

ــوده ).15( ــابی اینت ــا ارزی ــا  ب ــده ه ــوم ش معل
ــین ژر  ــه در ب ــت ک ــماس ــورد  م پلاس ــاي م ه

ــود داردداري معنـــیاخـــتلافارزیـــابی  وجـ
همچنـــین از آنجائیکـــه تلاقـــی بـــین ). 22(

ــر  ــد ب ــدها و چغندرقن ــرعقیم هیبری ــاي ن مبن
ــپ ــی اتای ــت،  ژنتیک ــام گرف ــود انج ــاي موج ه

هــاي حفــظ کننــده بنــابراین نســبت ژنوتیــپ
ــوده  ــن ت ــی در ای ــه  نرعقیم ــزایش یافت ــا اف ه

ــس از دو نســل احتمــال   تشــخیص اســت و پ
هــا هــاي متحمــل از داخــل ایــن تــوده اتایــپ

ــدین      ــلاح وال ــورت اص ــت و در ص ــر اس میس
ــیمناســب و ــین آتلاق ــاهــاي ممکــن ب در نه

ــد     ــرار خواهن ــد ق ــم جدی ــی رق ــه معرف برنام
.)15(گرفت

و کلایــــن و ) 12(بــــاك لنــــگ و دي 
بیـان کردنـد کـه مقاومـت بـه      ) 11(همکاران

توانــد توســط پاتوتایــپ بیمــاریزاينماتــد مــی
ــد سیســتنماتد ــابراین . شکســته شــودمول بن

ــام  ژن ــاوم جدیـــدي بایـــد در ارقـ هـــاي مقـ
ــک   ــا ی ــی و اصــلاح شــوند ت چغندرقنــد معرف

در ژرم پلاســم . مقاومـت پایــدار بدسـت بیایــد  
ژن مقــاوم دیگــر وحشــی چغنــدر حــداقل دو 

ــوزوم( ــاي روي کرومـ ــود دارد) 8و7هـ وجـ
ــوع ژن ). 11( ــابراین مجم ــاي بن Hs1،Hs2ه

تواننـد یـک مقاومـت    در یک رقـم مـی  Hs3و 
در حـــال حاضـــر .پایـــدار را بوجـــود آورنـــد

ــا  شــرکت ــذر در اروپ هــاي خصوصــی تولیــد ب
بـا اسـتفاده از منـابع    1و وانـدرهاو KWSمثل

اقـدام بـه تهیـه    مقاومت تک ژنی و چند ژنـی  
انـد و ارقـامی بـا    ارقام مقاوم بـه نماتـد نمـوده   

مقاومت تک ژنـی در سـطح تجـاري بـه بـازار      
بـا توجـه   کشـور  داخـل  در . عرضه شده اسـت 

ــه ــزارع  ب ــودگی م ــعت آل ــد وس ــه چغندرقن ب
ــتان  ــد در اس ــفهان،   نمات ــان، اص ــاي خراس ه

ــارس،  ــی و ف ــه معرفــی آذربایجــان غرب نیــاز ب
ــه نم   ــاوم ب ــاري مق ــام تج ــد ارق ــوس ات محس

ــه نظــر مــی . ســتا ــابراین ضــروري ب رســدبن
ــوان ــره بت ــا به ــري از روشب ــاي گی ــوین ه ن

ــه ــد  ب ــات چغندرقن ــژادي در موسســه تحقیق ن
ــراي   بــه ارقــامی تجــارتی دســت یافــت کــه ب
ــل      ــور قاب ــد در کش ــه نمات ــوده ب ــاطق آل من

البتــه هنــوز گزارشــی در   .اســتفاده باشــند 
ــل ژن   ــارتی حام ــام تج ــه ارق ــورد تهی ــاي م ه

ــت  ــرکتHs3و Hs2مقاوم ــوي ش ــاي از س ه
ــده    ــر نش ــد منتش ــذر چغندرقن ــده ب تولیدکنن

.است
ــور    در ــه حض ــه آنک ــه ب ــا توج ــوع ب مجم

ــل   ــولی حاص ــانگر مولک ــت  نش ــواره مقاوم هم
فنــــوتیپی گیاهــــان مــــورد آزمــــون را در 

هـــاي اصـــلاحی بــا منشـــاء ژنتیکـــی  تــوده 
، )17،18(مختلـــــف نشـــــان داده اســـــت 

تــــوان از ایــــن نشــــانگر در غربــــال مــــی
مولـد  هاي چغندرقنـد مقـاوم بـه نماتد   ژنوتیپ

در شــرایط آزمایشــگاهی اســتفاده   سیســت
تهیــه رقــم، مراحــلو بــدین ترتیــب در نمــود

زمان اصـلاح را کـاهش و دقـت انتخـاب تـک      
ــه ــاب را   بوت ــودمندي انتخ ــه س ــا و در نتیج ه

. افزایش داد
اصـلاحی مقـاوم   از منـابع  در این تحقیـق  

هـاي اخیـر در موسسـه    به نماتد کـه در سـال  
1- Vanderhave
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تهیـــه والـــدبدســـت آمـــده اســـت، جهـــت
ارقــام تجــارتی چغندرقنــد بــراي افشــانگــرده

ــه نماتــد  ــر اســاس مقــاوم ب اســتفاده شــد و ب
مقـاوم بـه   S1انتخاب ژنوتیپی تعـدادي تـوده   

مــد کــه پــس از آبدســت مولــد سیســتنماتد
تلاقــی بــا والــد مــادري و تعیــین قــدرت      

بـه عنـوان والـد    ترکیپ پـذیري بهتـرین آنهـا    
در تهیــه بــذر هیبریــد )پــدري(افشــان گــرده

.تجارتی استفاده خواهند شد

هـاي هموزیگـوت   همچنین بـراي تهیـه لایـن   
ــی  ــاوم پیشــنهاد م ــدادي مق ــود تع ــه از ش بوت

رع ادر مـــزمقـــاوم افشـــان تـــوده گـــرده 
پــس از انتخــاب تــا سلکســیون کشــت شــوند 

ــه ــده از   بوت ــت در آین ــل ژن مقاوم ــاي حام ه
ــا  ــذر مجــددا آنه ــافتن  S1ب ــت ی ــه و جه تهی

لایـــــن صددرصـــــد خـــــالص افـــــراد   
.آزمون مولکولی شوندS1هاي توده
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Molecular Evaluation and Increasement of Cyst Nematode Resistance
Gene Frequency During Several Generations of Self Pollination in

Sugar Beet

Peyman Norouzi1

Abstract
In order to increase beet cyst nematode resistance gene frequency, one population

named 261*(20314*W-1009) that contains Hs1pro-1 was used in present research. In
first year, the population was planted in selection plotes in field. Single plants were
labeled and leaf samples were prepared. Then DNA extraction from leaves was done
and molecular analysis of plants containing resistance gene accomplished using STS
marker and specific PCR test. In second year, gall signs onto resistant vernalized roots
were noted and the roots were planted under cages in isolated plots to produce S1 seeds.
The S1 seeds were sowed in greenhouse for molecular analysis and in the steckling field
to produce the roots. The roots were vernalized in the field in winter season. The
molecular results of the S1 plants by Hs1pro-1 marker showed that presence of the
resistant gene among the S1 lines is varied 25 to 63 percent. In third year, the vernalized
roots were planted under cages in isolated plots to produce new S1 seeds. The new S1
seeds were grown in greenhouse for molecular analysis. The molecular results of the
new S1 plants by Hs1pro-1 marker showed enhancement of the resistant gene among
the S1 lines that varied 39 to 80 percent. The results showed that resistance gene
frequency can be increased by increasing in selfing number and genotypic selection by
molecular marker.

Keywords: Sugar beet, CYST nematode, Resistance, Pollinator, Diploid, Molecular
marker
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