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مولکولی ناجفت باگرنشانارتباط بین یک 
در مزرعه و غلظت ویروس در ریشه چغندرقندشدت آلودگی به ریزومانیا

4سعید دارابیو3، سید باقر محمودي2نژاد، مژده کاکوئی1پیمان نوروزي

چکیده
و نیز بـا  ا مقاومت به ریزومانیا در شرایط مزرعه آلوده مولکولی ناجفت بگرنشانیک هدف از تحقیق حاضر، تعیین رابطه بین 

در در منطقه آلوده شـیراز  نظر هاي موردژنوتیپبراي این کار . بوده است)الایزامقادیر جذب(غلظت ویروس در ریشه چغندرقند 
هـا و  ه آلودگی ریشه براي هر یک از کرتو نمرشده ها برداشت در اواخر فصل ریشه. کشت شدندقالب طرح بلوك کامل تصادفی 

صـورت  و ریشـه  برداري بـرگ  نمونهگیاهان منتخب چنین از هم. دشمشخص منتخب ژنوتیپ16از براي سه بوته در هر کرت نیز 
آزمـون مولکـولی   وDNA، اسـتخراج  گیاهـان آزمون الایزا و از برگ وگیري ریشه گیاهان عصارهسپس در آزمایشگاه از . فتگر

RAPD-PCRهـا بـا روش  تک بوتهDNAناجفت روي گرنشانیک ، آغازگرهاي مربوط به آزمون مولکولیدر . گرفتانجام گرنشان
هـا و نیـز تجزیـه    بندي ژنوتیـپ سپس تجزیه واریانس و گروه. دشها مشخص در تک بوتهگرنشانور و عدم حضور حضوآزمون 
بر اساس مقادیر جـذب الایـزا و بـر اسـاس     ها ژنوتیپ. عدد جذب الایزا انجام شداي و ها براي صفات مقاومت مزرعهآناي خوشه
در مرحله بعـد  . بندي شدندحساس دستهکاملاًو حساس بتاًسن، مقاومنسبتاًآلودگی ریشه در مزرعه به چهار گروه مقاوم، شدت

نتایج نشـان داد کـه   . دشبررسی جفتی مقایسه به صورت آلودگی ریشه در مزرعه شدتنتایج الایزا و،گرنشاننتایج بین ارتباط 
و الایـزا بـا   درصـد  86اي بـا مقاومـت مزرعـه   گرنشاندرصد، 85با الایزا گرنشانتوافق میانگینهاي اصلاحی منتخب در توده

.دنمودنیید تأر را گدیمولکولی، الایزا و مزرعه یکگرنشانهاي مجموع دادهدر . باشدمیدرصد 80اي مقاومت مزرعه

ناجفتگرنشانریزومانیا، ،RAPDچغندرقند، مقاومت، :هاي کلیديواژه

مقدمه
کنندة قند مهم تأمینچغندرقند یکی از دو محصول

9سطح کشت جهانی آن بالغ بر .باشددر جهان می
میلیون 34در حال حاضر بیش از . میلیون هکتار است

را به خود اختصاص ) درصد29(تن از تولید شکر جهانی 
چغندرقند در داخل شکرمیزان تولید ).8(داده است 

بوده قبل زراعیتن در سال هزار ششصدکشور حدود 
.)3(است 

تهدیدراچغندرقندزراعتترین بیماري که مهم
ا مختل نموده زراعت این گیاه راست1ریزومانیاکندمی

تواند حتی تا صد در صد محصول این بیماري می. است
اولین بار در ایران در ریزومانیا بیماري . را از بین ببرد

ایزدپناه و همکاران از فارس گزارش از سوي1375سال 
متعاقب آن بیماري از اکثر مناطق چغندرکاري .)9(شد

ویروس عامل ریزومانیا یا ). 23(دشکشور گزارش 
BNYVV2)22 (ه نام قارچی بشبهاز طریق

تنها راه حفاظت . )10(شودمنتقل می3بتامیکساپلی
، BNYVVآلوده به يچغندرقند در مزرعهمحصول 

دو ژن مقاومت به عمدتاً. کشت ارقام مقاوم است
ند که از منابع ایزومانیا در چغندرقند شناسایی شدهر

گذاري نامRz2و Rz1صورت هاند و بمختلف منشأ گرفته
). 20(اند شده

هـاي ارزیـابی کلاسـیک    کـه روش ایـن  با توجـه بـه   
به بیماري از نوع فنوتیپی بوده و وابسته گزینش مقاومت 

د کننده هستنایط محیطی و یکنواختی عامل آلودهبه شر
و نیـز بعضـی   گیرنـد  و در فصل خاصی از سال انجام می

گریزنـد و بـه   کننده به نحـوي مـی  گیاهان از عامل آلوده
رو بــا اســتفاده از شــوند، از ایــنظــاهر مقــاوم تلقــی مــی

ــولی  روش ــاي مولک ــایگزین روش (ه ــا ج ــی و ی )تکمیل
ژن مقاومت را در سـطح ژنـوتیپی   ايراتوان گیاهان دمی

DNAهـاي مولکـولی   گرنشـان بنـابراین  . شناسایی نمود
هـاي مقـاوم   ابزاري مفید براي انتخاب ژنوتیـپ توانندمی

جـویی در زمـان ارزیـابی و افـزایش     باشند و باعث صرفه
.)13(دقت انتخاب گردند

با استفاده از چهار آنالوگ ) 11(لین و همکاران 
، cZR-1 ،cZR-9(هاي ژن مقاومت از چغندرقند به نام

cZR-7وcZR-3(ها روي دریافتند که این آنالوگ
قرار داشته و همراه با جایگاه ژن 3کروموزوم شماره 

.شوندثر مقاومت به ریزومانیا تفکیک میکمی بزرگ ا
درRAPDبا استفاده از تکنیک )2(و همکاران امیري 

1- Rhizomania 2- Beet Necrotic Yellow Vein Virus 3 -Polymyxabetaekeskin

)norouzi@sbsi.ir:نویسنده مسوول(سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، دانشیار، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قند، -1
سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قنددانشیارپژوهشگر و -3و 2

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان فارس،پژوهشگر-4
22/2/93: تاریخ پذیرش20/12/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

123.. .......................................................................................................1395بهار / 17شماره / تمهشسال / پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

مولکولی ناجفت باگرنشانارتباط بین یک 
در مزرعه و غلظت ویروس در ریشه چغندرقندشدت آلودگی به ریزومانیا

4سعید دارابیو3، سید باقر محمودي2نژاد، مژده کاکوئی1پیمان نوروزي

چکیده
و نیز بـا  ا مقاومت به ریزومانیا در شرایط مزرعه آلوده مولکولی ناجفت بگرنشانیک هدف از تحقیق حاضر، تعیین رابطه بین 

در در منطقه آلوده شـیراز  نظر هاي موردژنوتیپبراي این کار . بوده است)الایزامقادیر جذب(غلظت ویروس در ریشه چغندرقند 
هـا و  ه آلودگی ریشه براي هر یک از کرتو نمرشده ها برداشت در اواخر فصل ریشه. کشت شدندقالب طرح بلوك کامل تصادفی 

صـورت  و ریشـه  برداري بـرگ  نمونهگیاهان منتخب چنین از هم. دشمشخص منتخب ژنوتیپ16از براي سه بوته در هر کرت نیز 
آزمـون مولکـولی   وDNA، اسـتخراج  گیاهـان آزمون الایزا و از برگ وگیري ریشه گیاهان عصارهسپس در آزمایشگاه از . فتگر

RAPD-PCRهـا بـا روش  تک بوتهDNAناجفت روي گرنشانیک ، آغازگرهاي مربوط به آزمون مولکولیدر . گرفتانجام گرنشان
هـا و نیـز تجزیـه    بندي ژنوتیـپ سپس تجزیه واریانس و گروه. دشها مشخص در تک بوتهگرنشانور و عدم حضور حضوآزمون 
بر اساس مقادیر جـذب الایـزا و بـر اسـاس     ها ژنوتیپ. عدد جذب الایزا انجام شداي و ها براي صفات مقاومت مزرعهآناي خوشه
در مرحله بعـد  . بندي شدندحساس دستهکاملاًو حساس بتاًسن، مقاومنسبتاًآلودگی ریشه در مزرعه به چهار گروه مقاوم، شدت

نتایج نشـان داد کـه   . دشبررسی جفتی مقایسه به صورت آلودگی ریشه در مزرعه شدتنتایج الایزا و،گرنشاننتایج بین ارتباط 
و الایـزا بـا   درصـد  86اي بـا مقاومـت مزرعـه   گرنشاندرصد، 85با الایزا گرنشانتوافق میانگینهاي اصلاحی منتخب در توده

.دنمودنیید تأر را گدیمولکولی، الایزا و مزرعه یکگرنشانهاي مجموع دادهدر . باشدمیدرصد 80اي مقاومت مزرعه

ناجفتگرنشانریزومانیا، ،RAPDچغندرقند، مقاومت، :هاي کلیديواژه

مقدمه
کنندة قند مهم تأمینچغندرقند یکی از دو محصول

9سطح کشت جهانی آن بالغ بر .باشددر جهان می
میلیون 34در حال حاضر بیش از . میلیون هکتار است

را به خود اختصاص ) درصد29(تن از تولید شکر جهانی 
چغندرقند در داخل شکرمیزان تولید ).8(داده است 

بوده قبل زراعیتن در سال هزار ششصدکشور حدود 
.)3(است 

تهدیدراچغندرقندزراعتترین بیماري که مهم
ا مختل نموده زراعت این گیاه راست1ریزومانیاکندمی

تواند حتی تا صد در صد محصول این بیماري می. است
اولین بار در ایران در ریزومانیا بیماري . را از بین ببرد

ایزدپناه و همکاران از فارس گزارش از سوي1375سال 
متعاقب آن بیماري از اکثر مناطق چغندرکاري .)9(شد

ویروس عامل ریزومانیا یا ). 23(دشکشور گزارش 
BNYVV2)22 (ه نام قارچی بشبهاز طریق

تنها راه حفاظت . )10(شودمنتقل می3بتامیکساپلی
، BNYVVآلوده به يچغندرقند در مزرعهمحصول 

دو ژن مقاومت به عمدتاً. کشت ارقام مقاوم است
ند که از منابع ایزومانیا در چغندرقند شناسایی شدهر

گذاري نامRz2و Rz1صورت هاند و بمختلف منشأ گرفته
). 20(اند شده

هـاي ارزیـابی کلاسـیک    کـه روش ایـن  با توجـه بـه   
به بیماري از نوع فنوتیپی بوده و وابسته گزینش مقاومت 

د کننده هستنایط محیطی و یکنواختی عامل آلودهبه شر
و نیـز بعضـی   گیرنـد  و در فصل خاصی از سال انجام می

گریزنـد و بـه   کننده به نحـوي مـی  گیاهان از عامل آلوده
رو بــا اســتفاده از شــوند، از ایــنظــاهر مقــاوم تلقــی مــی

ــولی  روش ــاي مولک ــایگزین روش (ه ــا ج ــی و ی )تکمیل
ژن مقاومت را در سـطح ژنـوتیپی   ايراتوان گیاهان دمی

DNAهـاي مولکـولی   گرنشـان بنـابراین  . شناسایی نمود
هـاي مقـاوم   ابزاري مفید براي انتخاب ژنوتیـپ توانندمی

جـویی در زمـان ارزیـابی و افـزایش     باشند و باعث صرفه
.)13(دقت انتخاب گردند

با استفاده از چهار آنالوگ ) 11(لین و همکاران 
، cZR-1 ،cZR-9(هاي ژن مقاومت از چغندرقند به نام

cZR-7وcZR-3(ها روي دریافتند که این آنالوگ
قرار داشته و همراه با جایگاه ژن 3کروموزوم شماره 

.شوندثر مقاومت به ریزومانیا تفکیک میکمی بزرگ ا
درRAPDبا استفاده از تکنیک )2(و همکاران امیري 

1- Rhizomania 2- Beet Necrotic Yellow Vein Virus 3 -Polymyxabetaekeskin

)norouzi@sbsi.ir:نویسنده مسوول(سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، دانشیار، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قند، -1
سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قنددانشیارپژوهشگر و -3و 2

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان فارس،پژوهشگر-4
22/2/93: تاریخ پذیرش20/12/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

123.. .......................................................................................................1395بهار / 17شماره / تمهشسال / پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

مولکولی ناجفت باگرنشانارتباط بین یک 
در مزرعه و غلظت ویروس در ریشه چغندرقندشدت آلودگی به ریزومانیا

4سعید دارابیو3، سید باقر محمودي2نژاد، مژده کاکوئی1پیمان نوروزي

چکیده
و نیز بـا  ا مقاومت به ریزومانیا در شرایط مزرعه آلوده مولکولی ناجفت بگرنشانیک هدف از تحقیق حاضر، تعیین رابطه بین 

در در منطقه آلوده شـیراز  نظر هاي موردژنوتیپبراي این کار . بوده است)الایزامقادیر جذب(غلظت ویروس در ریشه چغندرقند 
هـا و  ه آلودگی ریشه براي هر یک از کرتو نمرشده ها برداشت در اواخر فصل ریشه. کشت شدندقالب طرح بلوك کامل تصادفی 

صـورت  و ریشـه  برداري بـرگ  نمونهگیاهان منتخب چنین از هم. دشمشخص منتخب ژنوتیپ16از براي سه بوته در هر کرت نیز 
آزمـون مولکـولی   وDNA، اسـتخراج  گیاهـان آزمون الایزا و از برگ وگیري ریشه گیاهان عصارهسپس در آزمایشگاه از . فتگر

RAPD-PCRهـا بـا روش  تک بوتهDNAناجفت روي گرنشانیک ، آغازگرهاي مربوط به آزمون مولکولیدر . گرفتانجام گرنشان
هـا و نیـز تجزیـه    بندي ژنوتیـپ سپس تجزیه واریانس و گروه. دشها مشخص در تک بوتهگرنشانور و عدم حضور حضوآزمون 
بر اساس مقادیر جـذب الایـزا و بـر اسـاس     ها ژنوتیپ. عدد جذب الایزا انجام شداي و ها براي صفات مقاومت مزرعهآناي خوشه
در مرحله بعـد  . بندي شدندحساس دستهکاملاًو حساس بتاًسن، مقاومنسبتاًآلودگی ریشه در مزرعه به چهار گروه مقاوم، شدت

نتایج نشـان داد کـه   . دشبررسی جفتی مقایسه به صورت آلودگی ریشه در مزرعه شدتنتایج الایزا و،گرنشاننتایج بین ارتباط 
و الایـزا بـا   درصـد  86اي بـا مقاومـت مزرعـه   گرنشاندرصد، 85با الایزا گرنشانتوافق میانگینهاي اصلاحی منتخب در توده

.دنمودنیید تأر را گدیمولکولی، الایزا و مزرعه یکگرنشانهاي مجموع دادهدر . باشدمیدرصد 80اي مقاومت مزرعه

ناجفتگرنشانریزومانیا، ،RAPDچغندرقند، مقاومت، :هاي کلیديواژه

مقدمه
کنندة قند مهم تأمینچغندرقند یکی از دو محصول

9سطح کشت جهانی آن بالغ بر .باشددر جهان می
میلیون 34در حال حاضر بیش از . میلیون هکتار است

را به خود اختصاص ) درصد29(تن از تولید شکر جهانی 
چغندرقند در داخل شکرمیزان تولید ).8(داده است 

بوده قبل زراعیتن در سال هزار ششصدکشور حدود 
.)3(است 

تهدیدراچغندرقندزراعتترین بیماري که مهم
ا مختل نموده زراعت این گیاه راست1ریزومانیاکندمی

تواند حتی تا صد در صد محصول این بیماري می. است
اولین بار در ایران در ریزومانیا بیماري . را از بین ببرد

ایزدپناه و همکاران از فارس گزارش از سوي1375سال 
متعاقب آن بیماري از اکثر مناطق چغندرکاري .)9(شد

ویروس عامل ریزومانیا یا ). 23(دشکشور گزارش 
BNYVV2)22 (ه نام قارچی بشبهاز طریق

تنها راه حفاظت . )10(شودمنتقل می3بتامیکساپلی
، BNYVVآلوده به يچغندرقند در مزرعهمحصول 

دو ژن مقاومت به عمدتاً. کشت ارقام مقاوم است
ند که از منابع ایزومانیا در چغندرقند شناسایی شدهر

گذاري نامRz2و Rz1صورت هاند و بمختلف منشأ گرفته
). 20(اند شده

هـاي ارزیـابی کلاسـیک    کـه روش ایـن  با توجـه بـه   
به بیماري از نوع فنوتیپی بوده و وابسته گزینش مقاومت 

د کننده هستنایط محیطی و یکنواختی عامل آلودهبه شر
و نیـز بعضـی   گیرنـد  و در فصل خاصی از سال انجام می

گریزنـد و بـه   کننده به نحـوي مـی  گیاهان از عامل آلوده
رو بــا اســتفاده از شــوند، از ایــنظــاهر مقــاوم تلقــی مــی

ــولی  روش ــاي مولک ــایگزین روش (ه ــا ج ــی و ی )تکمیل
ژن مقاومت را در سـطح ژنـوتیپی   ايراتوان گیاهان دمی

DNAهـاي مولکـولی   گرنشـان بنـابراین  . شناسایی نمود
هـاي مقـاوم   ابزاري مفید براي انتخاب ژنوتیـپ توانندمی

جـویی در زمـان ارزیـابی و افـزایش     باشند و باعث صرفه
.)13(دقت انتخاب گردند

با استفاده از چهار آنالوگ ) 11(لین و همکاران 
، cZR-1 ،cZR-9(هاي ژن مقاومت از چغندرقند به نام

cZR-7وcZR-3(ها روي دریافتند که این آنالوگ
قرار داشته و همراه با جایگاه ژن 3کروموزوم شماره 

.شوندثر مقاومت به ریزومانیا تفکیک میکمی بزرگ ا
درRAPDبا استفاده از تکنیک )2(و همکاران امیري 

1- Rhizomania 2- Beet Necrotic Yellow Vein Virus 3 -Polymyxabetaekeskin

)norouzi@sbsi.ir:نویسنده مسوول(سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، دانشیار، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قند، -1
سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ، موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه بذر چغندر قنددانشیارپژوهشگر و -3و 2

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان فارس،پژوهشگر-4
22/2/93: تاریخ پذیرش20/12/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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124.. ....................................شدت آلودگی به ریزومانیا در مزرعه و غلظت ویروس در ریشه چغندرقند گر مولکولی ناجفت باارتباط بین یک نشان

و 261عقیم هاي نرلاقی رگهحاصل از تF2جمعیت 
موفق WB42و Hollyساله با منابع مقاومتچغندر یک

با فاصله (ناجفت با پیوستگی شدیدگرنشاند یک شدن
حاصل از منبع Rz2براي مکان ژنی ) مورگانسانتی6/3

WB42 جفت با پیوستگی کم براي مکان گرنشانو یک
نوروزي .دندست آورهبHollyحاصل از منبع Rz1ژنی 

موفق به RAPDبا استفاده از تکنیک ) 14(و فقهی 
ترتیب در فواصل بهR2و R1هاي گرنشانشناسائی 

در فاز ناجفت و Rz1مورگان از ژن سانتی3/8و32/2
5/27و 4/21رتیب در فواصل تبهC1وC4هاي گرنشان

نوروزي و . در فاز جفت شدندRz1مورگان از ژنسانتی
ناجفت براي بررسی اثر دز گرنشاناز یک ) 15(همکاران 

نمودند و نتیجه گرفتند اومت به ریزومانیا استفاده ژن مق
ها هموزیگوت غالب نسبت به هتروزیگوتهاي که ژنوتیپ

.دهندمیي نشانبیشترمقاومت 
گرنشانارتباط بین بررسی هدف از این تحقیق 

میزان مقاومت به نتایج الایزا و با مذکور ناجفتمولکولی
با هدفچغندرقنداي در شرایط مزرعهدر ریزومانیا 
براي ارزیابی مقاومت به غربال مولکولی ازاستفاده 

چغندرقنداي اصلاحی ها و تودهدر رگهریزومانیا 
.باشدمی

هاروشمواد و
مواد گیاهی
از S1اصلاحی فامیل16شاملهاي چغندرقند ژنوتیپ

ــا   ــه ریزومانی ــRz1داراي ژنHollyمنشــاء مقاومــت ب ه ب
) طـوس (و مقاوم ) جلگه(تجارتی حساس همراه یک رقم 

در قالـب  ایستگاه تحقیقـاتی زرقـان فـارس،    که در ندبود
بـه  در چهار تکرار تـک خطـی   طرح بلوك کامل تصادفی

در اوایـل اردیبهشـت   مقاومت به ریزومانیا منظور بررسی 
هـا  میـزان رشـد بوتـه   مرداداواسط در .کشت شده بودند

ی از هـوای اساس وضعیت ظاهري اندامپ برژنوتیبراي هر
امتیـازدهی ) ین رشـد بیشتر(تا پنج ) ین رشدکمتر(یک 
شــدتدر زمــان برداشــت آزمــایش در آبــان مــاه، . شــد

بـر اسـاس وضـعیت    به بیمـاري ریزومانیـا   آلودگی ریشه 
رنـگ  ریشـه، میـزان ریشـه ریشـی و     علائم روي ظاهري 

و ) 24(طبـق روش وایزلـر و همکـاران    يآونددستجات
نمـره دهـی   9تا1مقیاس در ) 12(لوترباخر و همکاران 

هـاي  گیاهان با ریشهبه 1نمره در این مقیاس.انجام شد
و )آونـدي تغییـر رنـگ  و بـدون فاقد ریشه ریشی (سالم 
نکـروز بـا ریشـه ریشـی فـراوان و     هـاي  ریشـه به 9نمره 

اي بـا نمـرات آلـودگی   ریشـه .اده شدو پوسیده دآوندي
5-7مقـاوم،  نسـبتاً عنـوان  به3-5عنوان مقاوم، به3-1

حسـاس در نظـر   کـاملاً عنـوان  بـه 7-9حساس و نسبتاً
یـک  ) یـک خـط سـه متـري    (به هر کـرت  . گرفته شدند

طـور  لودگی منتسب شد و سـپس سـه ریشـه بـه    آشدت

انتخـاب و نمـره آلـودگی بـه تـک      تصادفی از هر کـرت   
و ها نمونه برگ و ریشه تهیه ها نیز داده شد و از آنریشه

هـاي منتخـب   ژنوتیـپ فهرست. دشنتقل آزمایشگاه مبه 
بـه  و الایـزا هاي مولکولیارزیابیبرايبرداري شده نمونه

.باشدمی1شرح جدول 
)ELISA(آزمون الایزا 

چه گیاهان با گیري غلظت ویروس در ریشهاندازه
استفاده از آزمون الایزا به روش ساندویچ دو طرفه 

مطابق روش معمول انجام ) DAS-ELISA(بادي آنتی
در هر هاي سالم میانگین جذب نمونهسپس.)6،1(شد

مقادیر جذب ) Sd(انحراف معیار و ) X(پلیت الایزا
با . هاي سالم از میانگین آنها محاسبه شدالایزاي نمونه

2محاسبه X 3وSd+Xستانه براي ارزیابی دو آ
مقدار (ODهاي بامونهن.دست آمدهها بمقاومت نمونه

2الايـب) زاـذب الایـج Xا ـاس و بـسـوده و حــآلOD

لوده و بین این دو مقاوم و غیرآ3Sd+Xتر ازپایین
.واسط در نظر گرفته شدندها آلوده و حدآستانه، نمونه

DNAاستخراج
یافته دلاپورتا و با روش تغییرDNAاستخراج 

.انجام شد) 7(همکاران 
PCR-RAPDآزمون مولکولی

در RAPDمـراز بـراي انجـام    پلـی اي واکنش زنجیره
. میکرولیتر براي هر واکنش انجام گرفت25حجم نهایی 

میکرولیتر بـا  5/1در یک واکنش، DNAحجم مورد نیاز 
ــت  10xbuffer ،2میکرولیتـــــر ng/μl25 ،5/2غلظـــ
میکرولیتـــر 8/1مـــولار، میلـــیdNTP5/2میکرولیتـــر

MgCl2 بـا  آغازگر میکرولیتر 1مولار، میلی25با غلظت
آنــزیم ) یــک واحــد(میکرولیتــرng/μl30 ،2/0غلظـت  

SmarTaqدرمـراز پلـی ايواکنش زنجیـره . ز بودمراپلی
دقیقــه 5: شــاملدســتگاه ترموســایکلر بــا مراحــل زیــر

چرخه 40، گراددرجه سانتی94سازي اولیه درواسرشت
94ثانیـه در دمـاي   40بـه مـدت   سازيواسرشتهشامل

ثانیـه در  40بـه مـدت   آغـازگر  تصال ، اگراددرجه سانتی
80بـه مـدت   آغازگر ، توسعه گراددرجه سانتی34دماي 

10و یـک مرحلـه   گـراد  درجه سانتی72در دماي ثانیه
گـراد درجـه سـانتی  72اي توسعه نهایی در دماي دقیقه

براي تکمیل طول قطعات تکثیر شده در واکنش صـورت  
در RAPDمحصـولات واکـنش   سپس الکتروفورز. گرفت
آمیـزي ژل در  ، رنـگ 100درصد بـا ولتـاژ   2/1گارز ژل آ

ساز ژل برداري در دستگاه مستندبروماید و عکساتیدیوم
هـا روي  ندي ژنوتیـپ الگوي نوارب،در نهایت. انجام گرفت

.ژل مشخص شد
محاسبات آماري

ــانس ــه واری ــزاجــذب هــاي مقــادیر دادهتجزی و الای
بــا هــا بــراي ژنوتیــپعــهنمــرات آلــودگی ریشــه در مزر

ــرم  ــتفاده از ن ــزار اس ,.SAS)SAS Institute Incاف
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125.. .........................................................................................................................1395بهار / 17شماره / تمهشسال / پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

Cary, NC(ــانگین داده ــه میـ ــا و مقایسـ ــا روش هـ بـ
ــن  ــون دانک ــتآزم ــورت گرف ــراي .ص ــد ب ــین درص تعی

مولکـولی بـا نتـایج الایـزا و     گـر نشـان نتـایج  بـین  توافق 
ــه  ــت مزرع ــت    و ناي مقاوم ــا مقاوم ــزا ب ــق الای ــز تواف ی

ــه ــپ  اي مزرع ــر ژنوتی ــداد   از در ه ــیم تع ــل تقس حاص
هـاي آزمـون شـده    داراي توافـق بـه کـل نمونـه    گیاهان 

ــتفاده  ــاس ــرا.دش ــيب ــاط ب ــدام  نیارتب ــد ان ــره رش نم
انی ـپادر شـه یریفصل بـا نمـره آلـودگ   انیدر مییهوا

ــم  ــل از ه ــتگفص ــاده پیبس ــونیس ــد رس ــتفاده ش . اس
يبنـــددســـتهيبـــرااي خوشـــههیـــتجزنیچنـــهـــم

ــژنوت ــا پی ــفت م ه ــاس دو ص ــر اس ــب ــادادهنیانگی يه
. رفتانجام گدر مزرعه شهیریو نمره آلودگزایالا

نتایج و بحث
اينتایج آزمایش مزرعه

زیـرا  وضعیت آلودگی در مزرعه بسـیار مشـهود بـود    
و ثیر کامل بیماري قرار گرفته بود شاهد حساس تحت تأ

شـدت آلـودگی   و بـرآورد شـد   29/6شدت آلـودگی آن  
).1جدول (بود 75/2شاهد مقاوم 

آزمون چند ها براي صفات شدت آلودگی ریشه در مزرعه و مقادیر جذب الایزا با استفاده ازمیانگین ژنوتیپمقایسه-1جدول 
اي دانکندامنه

ژنوتیپجذب الایزامیانگین مقادیرمزرعهریشه درمیانگین شدت آلودگیفنوتیپ
25/4مقاومنسبتاً cde126/0 bcd

S1-88027
16/3مقاومنسبتاً efg080/0 d

S1-88032
00/6حساسنسبتاً b205/0 abcd

S1-88034
47/2مقاوم g130/0 bcd

S1-88119
75/4مقاومنسبتاً c176/0 bcd

S1-88120
54/3مقاومنسبتاً defg123/0 bcd

S1-88125
45/3مقاومنسبتاً defg379/0 ab

S1-88127
29/3مقاومنسبتاً efg114/0 cd

S1-88136
41/4مقاومنسبتاً cd378/0 ab

S1-88161
16/4مقاومنسبتاً cdef246/0 abcd

S1-88162
54/6حساسنسبتاً b441/0 a

S1-88173
50/4مقاومنسبتاً cd179/0 bcd

S1-88178
75/4مقاومنسبتاً c217/0 abcd

S1-88196
13/3مقاومنسبتاً fg139/0 bcd

S1-88229
50/2مقاوم g119/0 bcd

S1-88239
66/7حساسکاملاً a358/0 abc

S1-88264
75/2مقاوم g149/0 bcd طوس(شاهد مقاوم(
**)جلگه(شاهد حساس 29/6379/0حساسکاملاً

.دار در سطح احتمال پنج درصد ندارنداعداد داراي حروف مشابه در هر ستون تفاوت معنی: *
.ها در نظر گرفته نشده استشاهد حساس فقط جهت صحت شرایط آلودگی آزمایش بوده و در مقایسه میانگین ژنوتیپ:**

زاد بـودن  رسد با توجـه بـه خـاك   نظر میبهبنابراین 
نــواختی نســبی عامــل بیمــاري، آلــودگی مزرعــه از یــک

آلوده صـورت  ها در شرایط ژنوتیپغربال برخوردار بوده و 
هـاي  ژنوتیـپ . استو نتایج آزمایش قابل اطمینان گرفت

ه بـا  آزمایشی بر اسـاس شـدت آلـودگی ریشـه در مزرع ـ    
بندي شـدند  اي دانکن گروهاستفاده از آزمون چند دامنه

88119هـاي  اي، لاینبه استناد نتایج مزرعه).1جدول (
به همراه شاهد مقاوم در یک گروه قرار گرفته 88239و 

. داشـتند ) 1-9در مقیـاس  (3از کمتـر و شدت آلودگی 
خـود  هم بالاترین شدت آلودگی را بهS1-88264ژنوتیپ

ا در این نتایج با نتایج وضعیت ظاهري آنه ـ. اختصاص داد
ــط دوره رشــد   . خــوانی داشــت هــم) 2جــدول (اواس

80حـدود  (داريبسـتگی منفـی معنـی   هـم کهطوريبه
ی چغندرقند هوایاندامبین نمره رشد میان فصل ) درصد

اواخـر فصـل   در مزرعه آلوده با شدت آلـودگی ریشـه در  
تـوان  دهد از این معیار نیز مـی وجود داشت که نشان می

هـا تـا اخـر    داري آنها بـدون نگـه  براي غربال اولیه لاین

توجـه بـه جـدول    البته بـا . نموددر مزرعه استفاده فصل
رغم نمـره  یعلS1-88034ها مانند یک در برخی ژنوتیپ

،داشـته اسـت و در نتیجـه   رشد زیاد ولی مقاومت کمـی 
توان گفت رشد بهتـر و سـبز بـودن گیاهـان     همیشه نمی

چغندر در مزرعه آلوده نشانه مقاومت آنهـا بـه ریزومانیـا    
ی گیاهـان  یعن ـ،ولی عکس این مسئله صادق اسـت است

کم رشد و زرد رنگ به احتمال زیاد داراي ریشه کوچـک  
) 21(و همکـاران  سلطانی. باشندبه ریزومانیا میو آلوده

به ریزومانیـا همـراه   بین شدت آلودگیقوي رابطه منفی 
را ریشـه  عملکـرد ها در اواسط دوره رشد و با زردي برگ

ا شـدت آلـودگی  ه ـتعداد زیادي از لایـن . گزارش نمودند
نتاج نمود کـه ایـن   تتوان چنین اسمی. داشتند3-5بین 
هـاي  ن نسل فامیـل تمـام خـواهري از تـوده    اولی(ها لاین

ــر  ــورد نظ ــی ژن  ) م ــه فراوان ــه ب ــا توج ــا در آنRz1ب ه
، RzRzهـاي وجود ژنوتیـپ . هاي متوسط داشتندآلودگی

Rzrz وrzrzچنین فنـوتیپی را  ها باعث شده استدر آن
). 24(بروز دهند
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الایزاآزمونبررسی 
ها بر اسـاس مقـادیر جـذب    وضعیت مقاومت ژنوتیپ

ــتانه در جــدول   ــزا و دو حــد آس ــکالای ــده اســتی . آم
ا بـا  هاي آزمایشی بر اسـاس مقـادیر جـذب الایـز    ژنوتیپ

بندي شـدند  اي دانکن گروهاستفاده از آزمون چند دامنه
بـا میـزان   S1-88032ژنوتیـپ  ،بر این اساس). 1جدول (

ین میزان آلـودگی در آزمـون الایـزا را    کمتر08/0جذب 
ت کم ویروس در این ژنوتیـپ  غلظگرنشاننشان داد که 

ــی ــدمـ ــپ. باشـ ــايژنوتیـ ،S1-88119 ،S1-88239هـ
S1-88229 ،S1-88032 وS1-88136 ــه ــز ب ــا  نی ــب ب ترتی

ــر29/3و 16/3، 125/3، 47/2،5/2 ــانگین کمتـ ین میـ
.شان دادندنشدت آلودگی در مزرعه را 

آخر فصلدر میان فصل با شدت آلودگی ریشه اندام هوائی در بین نمره رشد رابطه-2جدول 
ردیفشماره ژنوتیپنمره رشد در مرداد ماهشدت آلودگی ریشه در آبان ماه

25/400/5S1-880271
16/325/4S1-880322
00/625/4S1-880343
47/200/5S1-881194
75/450/4S1-881205
54/350/4S1-881256
45/367/4S1-881277
29/350/4S1-881368
41/467/4S1-881619
16/433/4S1-8816210
54/667/2S1-8817311
50/425/3S1-8817812
75/425/3S1-8819613
13/367/4S1-8822914
50/233/4S1-8823915
66/767/1S1-8826416
17)جلگه(حساسشاهد 29/600/2
18)طوس(شاهد مقاوم75/267/4

- همبستگی ساده پیرسون81/0

هادر ژنوتیپناجفتمولکولی گرنشانحضور بررسی 
) 1شکل (ناجفت گرنشانبا RAPDآزمون مولکولی 

هاي منتخب برداشت هاي هر یک از ژنوتیپدر تک بوته
این نشان داد که یکبر طبق جدول شده از مزرعه آلوده 

شکلی مورد انتظار ها داراي چنددر اکثر ژنوتیپگرنشان
ي مربوط الایزابوده و درصد حضور و توافق آن با نتایج 

نمره نتایجبا و ) 3جدول (ايبه ریشه گیاهان مزرعه
هاي مختلف متغیر در توده) 3جدول (اي مقاومت مزرعه

با نتایج چنین درصد توافق بین نتایج الایزا هم. باشدمی
. شده استمحاسبه3اي نیز در جدول مقاومت مزرعه

هاي یک با استفاده از داده) 16(نوحی و همکاران 

F2ناجفت و مقادیر جذب الایزا در یک توده گرنشان

هموزیگوت غالب را از هتروزیگوت هايتوانستند ژنوتیپ
اي براي د و میانگین جذب الایزاي مشابهاینتفکیک نم

نتیجه گرفتند که ایشان. دست آوردندهین دو ژنوتیپ با
. نداردنیا ثیري در میزان مقاومت به ریزوماتأRz1دز ژن 

که در تحقیق رسد به علت آنبا این حال به نظر می
ایشان تعداد افراد هموزیگوت غالب بر خلاف انتظار 

رفت در انتظار می(افراد هتروزیگوت بود حدود دو برابر 
فراد تعداد افراد هموزیگوت غالب نصف اF2یک جامعه 

گیري ایشان ناشی از این شاید نتیجه) هتروزیگوت باشد
.بوده باشدمسئله

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

820 bp

.هاتک بوته از یکی از ژنوتیپ24گر ناجفت در الگوي الکتروفورزي مربوط به نشان- 1شکل 
M :گر تعیین اندازهنشانDNA)(Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker.
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نتایج تحقیقات گذشته وجود یک ژن بزرگ اثر براي 
ید کرده است ایجاد مقاومت به ریزومانیا را تأی

با استفاده از )2(و همکاران امیري .)18،17،16،5،4،1(
هاي مولکولی گرنشاناقدام به شناسایی RAPDگرنشان

هاآن. ندمقاومت به ریزومانیا نمود)هاي(پیوسته با ژن
جفت با گرنشانیک Hollyبراي منبع مقاومت 

گرنشانیک WB42پیوستگی کم و براي منبع مقاومت 
که فاصله آن ندکردناجفت با پیوستگی شدید شناسایی 

6/3ود حدWB42در منبع مقاومت Rz2از مکان ژنی 
در تحقیق ي که گرنشان. دست آمدهمورگان بسانتی

کار رفت از نوع ناجفت ها بهحاضر براي آزمون ژنوتیپ
. کردحساس به ریزومانیا را شناسائی میبود و آلل ژن 

نشانه حساس و یا گرنشانکه حضور باند طوريبه
هتروزیگوت بودن بوته و عدم حضور باند مربوط به 

در هموزیگوت غالب مقاوم وضعیت ه دهندنشانگرنشان
در تحقیقات )15(نوروزي و همکاران. وده استآن بوته ب

Rz1مولکولی که با ژن گرنشانکه دو ندخود نشان داد

هاي ارقام درصد بوته80پیوستگی دارند در بیش از 
.شوندتجارتی مقاوم دیده می

مولکولی ناجفتگرنشانمیانگین شدت آلودگی به ریزومانیا و درصد توافق آن با نتایج حاصل از الایزا و -3جدول 

. دست آمده استههاي مربوط به هر ژنوتیپ، شدت آلودگی براي هر ژنوتیپ بانگین وزنی نمرات آلودگی تک بوتهاز می:*
بر اساس هاي مقاوم بوتهعنوان درصدهاي سالم است بهاز دو برابر میانگین جذب نمونهکمترهایی که مقدار جذب الایزاي آنها درصد بوته:**

.اندگرفته شدهالایزا در نظر 

از نظر درصد توافق مقادیر S1ژنوتیپ 16در بین 
مولکولی، ژنوتیپگرنشانجذب الایزا با نتایج 

S1-88032هاي ین توافق و ژنوتیپبیشتردرصد 100با
S1-88196وS1-88034 ین توافق را کمتردرصد 73با

از نظر درصد توافق شدت S1ژنوتیپ 16در بین . دارند
با نتایج ) ايمقاومت مزرعه(دگی ریشه در مزرعه آلو

،S1-88119 ،S1-88127هاي مولکولی، ژنوتیپگرنشان
S1-88136 ،S1-88229 ،S1-88239 ،S1-88032

ین توافق را کمترS1-88034ین توافق و ژنوتیپبیشتر
از نظر درصد توافق بین S1ژنوتیپ 16در بین . دارند

دگی ریشه در مزرعه مقادیر جذب الایزا و شدت آلو
وS1-88173هاي ، ژنوتیپ)ايمقاومت مزرعه(

S1-88136 توافق و ژنوتیپینبیشتردرصد 100با
S1-88120 نتایج .ین توافق را دارندکمتردرصد 50با

بستگی مثبت و دهد که همنشان میتحقیق حاضر نیز 
ت مذکور با مقاومت و ناجفگرنشانبالایی بین نتایج 

هاي حاصل از ها در مزرعه آلوده و دادهحساسیت بوته
هیتجزجینتاچنین هم.تواند وجود داشته باشدالایزا می

اي و بر اساس دو صفت مقاومت مزرعهاي خوشه
گروه چهارها در ژنوتیپهاي الایزا نشان داد که داده

حساس کاملاًو حساس مقاوم، نسبتاًنسبتاًمقاوم، 
، S1-88119هايژنوتیپ.)1نمودار (شوند بندي میگروه

S1-88032،S1-88229،S1-88136 ،S1-88125و
S1- .در گروه مقاوم قرار گرفتند88127

الایزا باتوافقدرصدردیف
ايمزرعهمقاومت

توافقدرصد
با مقاومت گرنشان

ايمزرعه

توافقدرصد
با گرنشان

الایزا

مقاومتدرصد
بر اساس

**الایزا

میانگین شدت
آلودگی به
*ریزومانیا

ژنوتیپ

شاهد حساس18079841729/6
)جلگه(

شاهد مقاوم26394626675/2
)طوس(

36778897825/4S1-88027
4929210010016/3S1-88032
55550734500/6S1-88034
682100888347/2S1-88119
75083928375/4S1-88120
89082917354/3S1-88125
989100897845/3S1-88127
101001001009229/3S1-88136
118392924241/4S1-88161
128983834216/4S1-88162
1310073701054/6S1-88173
147891916650/4S1-88178
157173733675/4S1-88196
1680100928312/3S1-88229
1786100868650/2S1-88239
187983831466/7S1-88264

هامیانگین کل ژنوتیپ808685
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

C A S E 0 5 10 15 20 25
Label Num +---------+---------+---------+---------+---------+

S1-88119 ─┬─┐
S1-88239 ─┘ │
S1-88032 ─┐ ├───────┐
S1-88229 ─┤ │ │
Resistant Check ─┤ │ │
S1-88136 ─┼─┘ ├─────────────────────────────────────┐
S1-88125 ─┤ │ │
S1-88127 ─┘ │ │
S1-88120 ─┐ │ │
S1-88196 ─┼─────────┘ │
S1-88027 ─┤ │
S1-88162 ─┤ │
S1-88161 ─┤ │
S1-88178 ─┘ │
Susceptible Check ─┬─┐ │
S1-88034 ─┘ ├─────────┐ │
S1-88173 ───┘ ├───────────────────────────────────┘
S1-88264 ─────────────┘

.ايشههاي الایزا با استفاده از روش تجزیه خوها بر اساس دو صفت مقاومت مزرعه اي و دادهبندي ژنوتیپدسته-1نمودار 

از استفاده از ارقام مقاوم در کنترل هر بیماري یکی 
مبارزه ترین روشترین و در عین حال مطمئنساده
براي شناسایی گیاهان مقاوم به ریزومانیا در . است

هاي هاي فنوتیپی در مزرعه و روشچغندرقند روش
هاي ژنوتیپی با سرولوژیکی مانند الایزا و نیز روش

با توجه به . هاي مولکولی وجود داردگرنشاناز استفاده 
هاي ارزیابی کلاسیک گزینش مقاومت به که روشاین 

بیماري از نوع فنوتیپی بوده و وابسته به شرایط محیطی 
کننده هستند و در فصل خاصی و یکنواختی عامل آلوده

یز برخی از گیاهان از عامل گیرند و ناز سال انجام می
ظاهر مقاوم تلقی گریزند و به حوي میکننده به نآلوده

هاي مولکولی، استفاده از روشرو باشوند، از اینمی
،شوندمحسوب میروش تکمیلی و یا جایگزینکه
دارنده ژن مقاومت را در سطح توان گیاهان دربرمی

ناجفت گرنشاندر این تحقیق . ژنوتیپی شناسایی نمود
هاي اصلاحی و وده، روي تعدادي از ت)15(دست آمده هب

ارقام تجارتی مقاوم و حساس به ریزومانیا از منشاء 
Holly که در مزرعه آلوده به ریزومانیا کشت شده بودند

، نتایج گرنشانارتباط بین نتایج . قرار گرفتارزیابی مورد 
نمره آلودگی ریشه در مزرعه به صورت دو به دو الایزا و

ها میزان یان ژنوتیپمنتایج نشان داد که در . بررسی شد
گرنشاندرصد، 100تا62با الایزا بین گرنشانتوافق 

درصد و الایزا با 100تا 50اي بینبا مقاومت مزرعه
درصد متغیر بوده 100تا50اي نیز بین مقاومت مزرعه

هاي مورد بررسی، میانگین ژنوتیپدر مجموع . است
با مقاومت گرنشاندرصد، 85با الایزا گرنشانتوافق 
80اي درصد و الایزا با مقاومت مزرعه86اي مزرعه

هاي مولکولی، الایزا و مزرعه دست آمد و دادههدرصد ب
.دیگر را تأیید نمودندیک

تشکر و قدردانی
سسـه تحقیقـات   ؤوسـیله از مـدیریت محتـرم م   بدین

اجـراي ایـن   اصلاح و تهیه بذر چغندرقنـد کـه امکانـات   
بـه  انـد کمـال قـدردانی و تشـکر     هم نمودهپژوهش را فرا

.آیدعمل می

حساس“کاملا

مقاوم

نسبتا مقاوم

نسبتاً حساس
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Relationship among Repulsion Molecular Marker, Disease Index of Rhizomania in
Field and Virus Concentration in Sugar Beet Root

Peyman Norouzi1, Mojdeh Kakuei Nezhad2, Seyyed Bagher Mahmoudi3 and Saeed Darabi4

Abstract
The aim of the present study was to determine the relationship between a repulsion molecular

marker with resistance to rhizomania in infested field condition and virus concentration in sugar
beet root (ELISA absorbance values). For this purpose, the genotypes were planted in infested area
of Shiraz in the randomized block design with four replications. At the end of the season, the roots
were harvested and root disease scores were assigned for each plot and also for three single roots
per plot for 16 selected genotypes. Also, leaf and root samples were taken from the plants and then
in laboratory, root samples were extracted and tested by ELISA method and DNA extraction was
done on leaf samples for molecular analysis. In next step, primer related to a repulsion marker was
tested on single plants DNAs by RAPD-PCR method and scored according to presence and absence
of marker band. Then, analysis of variance, genotypes grouping and cluster analysis were done for
field resistance and ELISA data. The genotypes were classified into some groups based on ELISA
absorbance values and root severity index in the field and also based on cluster analysis were
classified into four groups: resistant, semi resistant, semi susceptible and very susceptible. Then, the
relationship between the results of the marker, ELISA and severity of root infection in the field
were investigated as pairwise comparison. The results showed that agreements between the marker
and ELISA, the marker and field resistance and ELISA and field resistance were 85, 86 and 80
percent respectively. In totally, molecular marker, ELISA and field data confirmed each other.
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