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  چكيده
 كه نقش مهمي در كاهش محصول استقاط جهان ن برخي از  وهاي چغندر قند در ايران ترين بيماري ريزومانيا يكي از مهم

از نشانگرهاي مولكولي براي . باشد مي استفاده از ارقام مقاوم ،هاي مبارزه با اين بيماري شرواز يكي . داردقند ريشه و محتواي 
براي شناسايي نشانگرهاي مولكولي پيوسته با ژن . شود هاي اصلاحي استفاده مي هاي مقاومت در برنامه دار كردن ژن نشان

 در اين . نمودندF2اقدام به ايجاد يك جمعيت  محققين مؤسسة بذر چغندر قند HOLLYمقاومت به ريزومانيا در منبع 
 اقدام به اي كارگيري روش تجزية تفرق توده ه و همچنين بRAPD تركيب جفت آغازگرهاي 215تحقيق با استفاده از 

هاي مولكولي پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا در دو تودة مقاوم و حساس به اين بيماري و همچنين شناسايي نشانگر
اين جفت .  دو تودة مقاوم و حساس توليد چندشكلي نمودندDNA تركيب جفت آغازگر در سه.  گرديدF2ي جمعيت ها بوته

در .  مورد آزمون و تجزيه قرار گرفتندF2هاي جمعيت  هاي دو توده، سپس روي تك بوته روي تك بوتهآغازگرها بعد از آزمون 
 فراواني  استفاده از و روشMapmaker ver. 3.0افزار  نرمتفاده از  اس دو روش مقاومت توسط فاصلة نشانگرها از ژن،نهايت
ترتيب ه  بC5  وC2 نشانگر دومورگان در موقعيت ناجفت و   سانتي3/8 با فاصلة R2نشانگر .  تعيين گرديد،هاي نوتركيب بوته

اي امكان استفاده از اين نشانگرها در هاي ارائه شده بر داده.  داشتنداز ژن مقاومت قرارسانتي مورگان  7/43  و87/32با فاصلة 
  .گيرد برنامة اصلاح چغندر قند براي مقاومت به ريزومانيا مورد بحث قرار مي

  
  .Rz1، جفت آغازگر، چغندر قند، ژن RAPD ريزومانيا، نشانگر : كليديهايواژه

  
  مقدمه

 يكي از دو (.Beta vulgaris L) قند چغندر
در  .استهان كنندة قند در ج محصول مهم تأمين

 25 و 75 نيشكر و چغندرقند به ترتيب 2007سال 
ران گ اصلاح .)1( اند   قند جهان را توليد نمودهدرصد

نيز تاكنون تلاش بسياري براي ايجاد مقاومت به 
 ،با اين حال. ندا قند كرده ها در چغندر بيماري

 را تهديد  و زراعت آنترين بيماري كه اين گياه مهم

هايي از رشد  اولين بار گزارش. نيا است ريزوما،كند مي
ر اثر عامل ايجادكنندة اين بقند  ضعيف چغندر

آزمايشي . )2(بيماري از شمال ايتاليا منتشر گرديد 
در فرانسه براي ارزيابي ميزان خسارت بيماري 
ريزومانيا صورت گرفت و از سموم تدخيني از قبيل 

 كني متيل برومايد يا دي كلروپروپن براي ريشه
هاي سطحي خاك استفاده  ويروس و ناقل آن در لايه

مومي، گرديد و با ضد عفوني خاك با چنين س
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  در هكتار تن9/6 به 1/2محصول شكر در فرانسه از 
 تن به 3/1از  ، و در آزمايش مشابهي در كاليفرنيا)3(
در اين حالت . )4(  تن در هكتار افزايش يافت9/7

هاي آلوده  ريشه ،يابد اندازة غده به شدت كاهش مي
 و در نتيجه نيستندمواد معدني  قادر به جذب آب و

رنگ درآمده و  ها به طور عمومي به رنگ زرد كم برگ
. شودهاي آنان دچار رشد بلند و عمودي مي رگبرگ

هاي  ويروس عامل اين بيماري به نام ويروس رگبرگ
 BNYVV,Beet (زرد سوختگي چغندرقند

necrotic yellow vine virus (باشد كه مي 
ها پخش و سبب زردي  طور سيستميك در برگ به

ها   علائم ظاهري آن روي ريشه.گردد ها مي رگبرگ
بدين صورت است كه اگر آلودگي در مراحل پاياني 

اي   ممكن است هيچ نشانه،رشد گياه صورت گيرد
اي از  ظاهر نگردد و اگر آلودگي زودتر اتفاق افتد توده

غيرزنده  نكروتيك و ف، مويي،هاي جانبي ظري ريشه
اي به حالت  آيد كه ريشه را از حالت غده به وجود مي

هاي آوندي در  بافت. آورد ريشه ريشي در مي
 اندازة آيد، ميهاي آلوده اغلب به رنگ تيره در ريشه

غده نيز ممكن است به شدت كاهش يافته، غده 
 ،5( شود گيرد و فاسد مي حالت منقبض به خود مي

هاي آلوده به   محتواي قند در چغندرن استممك. )6
 درصد و محصول 10 درصد به 17طور چشمگيري از 

اين بيماري براي .  درصد كاهش يابد90ريشه نيز تا 
 از شمال ايتاليا گزارش 1950اولين بار در سال 

 گسترش منطق آلوده به اين بيماري در .)2( گرديد
خيص،  منجر به جداسازي، تش)7(1965ژاپن در سال 
 يعني ويروس ،گذاري ناقل اين بيماري توصيف و نام

 (BNYVV)هاي زرد چغندرقند  سوختگي رگبرگ
كنون چندين ژن مقاومت به ريزومانيا در تا .)5( شد

ي گرديده كه از منابع مختلفي يقند شناسا چغندر
ترين منابع مقاومت به ريزومانيا  مهم .گيرند  ميشأمن

 Holly (Beta vulgarisهاي  پلاسم در ژرم
subsp. vulgaris) و WB42 (Beta vulgaris 

subsp. maritima)مقاومت . )9، 8(  وجود دارد
 Hollyموجود در اكثر ارقام چغندر قند از منبع 

 مقاومت به ريزومانيا توسط يك ).10( گيرد  ميأمنش
. )12، 11 ( شود ايجاد مي Rz1 غالب به نام ژن

كزادي به نام ويروس اين بيماري توسط قارچ خا

 Polymyxa betae (كسكين بتا ميكسا پلي
Keskin(شود  منتقل مي )ترين راه  اقتصادي. )13

توان  مي. مبارزه با اين بيماري توليد ارقام مقاوم است
هاي  بجاي استفاده از انتخاب فنوتيپي در روش

 نشانگرهاياصلاحي، گياهان موردنظر را توسط 
استفاده از .  نمودمولكولي در سطح ژنوتيپي تفكيك

تر  تر و مطمئن  سريعي روش،نشانگرهاي مولكولي
توانند به   نشانگرهاي مولكولي مياز اين رو،. است

هاي مقاوم به  عنوان ابزار مؤثري در انتخاب ژنوتيپ
 اين ازهدف  .ريزومانيا مورد استفاده قرار گيرند

ي نشانگرهاي مولكولي پيوسته با ژن ي شناسا،تحقيق
  .قند بود ه ريزومانيا در چغندرمقاومت ب

  هامواد و روش
  مواد گياهي

 .B. vulgaris subspاز تلاقي رقم مقاوم 
Vulgaris Holly-1-4 قند   رقم چغندر يكبا

در مؤسسة تحقيقات اصلاح و تهية يكسالة حساس 
 و با  تهيهF2جمعيت قند كرج يك  بذر چغندر

مقاوم و استفاده از آزمون الايزا به دو گروه گياهان 
  ).14(د حساس تقسيم گردي

  
  DNAاستخراج 

DNA هاي يخ زدة گياهان   از برگ،ژنومي
با استفاده از روشي كه ها   و والدين آنF2جمعيت 

 شرح )Thompson) 1980()15 و Murryتوسط 
 DNA.  با كمي تغييرات استخراج گرديد شده،داده

 7000ايزوآميل الكل جدا و در   ووسيلة كلروفرمه ب
 ، و توسط ايزوپروپانول سردسانتريفيوژ ،ر در دقيقهدو

ها براي يك DNA سپس  .)16( رسوب داده شد
 دور در 9000 منتقل و مجدداَ در -C°20ساعت به 

.  گرديدندسانتريفيوژ دقيقه 10دقيقه براي 
 TE ميكروليتر بافر 50-100 در DNAهاي  رسوب

(Tris 10mM+EDTA 1mM)حل شدند  .
RNA 10-20 توسط µg/ml RNase (Roche) 

ها توسط ژل  DNAكيفيت و كميت . تجزيه گرديد
با غلظت مشخصي از آنزيم غير   درصد8/0آگارز 

مورد ارزيابي قرار  DNA (Roche)برشي لامبدا 
 UV.DOCدستگاه گرفت و تصوير ژل با استفاده از 
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 ACDSee.Pro.2.0.219, Finalافزار  و نرم
سنجي  يفط ط توسDNAغلظت . مشاهده گرديد
  . نوري تعيين شد

  
  RAPDپروتكل 

هاي  ، غلظتPCRط يبراي ايجاد بهترين شرا
 توسط آزمون گراديان DNAمناسب نمك، آغازگر و 

 µlهاي حاوي  در تيوب PCR. غلظت تعيين گرديد
 ژنومي، ng 50 DNA محلول واكنش شامل 25

mM 2/0 از هريك از نوكلئوتيدهاي dATP ، 
dCTP، dGTP  و dTTP، ng 50از هر آغازگر  

 Operon( ،µl  و  advance biotechهاي كيت(
  باmM Tris-Hcl 100(  بافر واكنشx10 از 5/2
9 pH =،500 mM KCl  ( واحد آنزيم 1و 

SmarTaq DNAتكثير .  تهيه شد پليمرازDNA 
 در داخل دستگاه PCRهاي واكنش  درون ويال

هاي  چرخه.  انجام شدT3چرخش دمايي بيومترا 
 اي در  دقيقه5ايي انجام شده شامل يك چرخة دم
C°94- ،40 ثانيه در40شامل  چرخة  C°94-، 40 

 و در آخر -٧٢°C  ثانيه در٣۴-،  80°C ثانيه در
ي ي براي افزايش طول نها-٧٢°C  دقيقه در10

محصولات توليد شده توسط ژل آگارز با . بودند
 تفكيك و توسط TAE درون بافر درصد4/1غلظت 
آميزي   رنگµg/ml 1 برومايد با غلظت اتيديوم
  .شدند
  

 Bulk segregant) اي تجزية تفرق توده
analysis, BSA)  

براي شناسايي نشانگرهايي كه همراه با ژن 
شوند، از آزمون  مقاومت به ريزومانيا تفكيك مي

 و Michelmoreاي كه توسط  تجزية تفرق توده
  توضيح داده شده، با كمي)17()1991( همكاران

شدة   رقيقDNAنمونة  .تغييرات استفاده گرديد
ترين  ترين و هفت عدد از حساس هفت عدد از مقاوم
 بطور جداگانه با F2-A1-110گياهان جمعيتِ 

 تركيب جفت 215يكديگر مخلوط و توسط 
ميانگين الايزاي .  غربال شدندRAPDزگرهاي اآغ

 258/1 و 137/0ترتيب   به،هاي مقاوم و حساس بوته
آن دسته از تركيبات جفت آغازگرها كه در بين . بود

 ايجاد چندشكلي نمودند مجدداَ DNAدو مخلوط 
ها  صورت تكي و تركيب جفتي روي مخلوطه ب

آزمايش شدند تا مطمئن شويم چندشكلي ايجاد 
 در نتيجة تركيب دو آغازگر است و حاصل تك ،شده

ر اثر بيد ايجاد چندشكلي يپس از تا. آغازگر نيست
 جفت آغازگر، اين تركيب روي دو مخلوط تركيب
DNAها آزمايش  دهندة آن هاي تشكيل  و تك بوته

  آن،در آخر. نشانگر از ژن مشخص شود  تا فاصلةشد
 30اي كمتر از  دسته از تركيبات آغازگرها كه فاصله

 نشان دادند روي Rz1سانتي مورگان از ژن 
  . مورد آزمايش قرار گرفتند،هاي جمعيت بوته تك

 
  RAPDتعيين نقشة نشانگرهاي 

هاي   توسط تجزية خانوادهRAPDنشانگرهاي 
افزار  با دو روش استفاده از نرميافته  تفرق

Mapmaker ver 3.0 و روش استفاده از فراواني 
.  تعيين نقشه گرديدند)19، 18( هاي نوتركيب بوته

دو سطح   بوته در14يك از نشانگرها حداقل  براي هر
  . رد تجزيه قرار گرفتمقاوم و حساس مو

  
  
  
  

در اين تجزيه فرض شد كه هر هفت تا از 
 ng/ml 3/0 با حداكثر لگاريتم ها بوتهترين  مقاوم

  در،غلظت ويروس حاوي ژن بزرگ اثر مقاومت باشند
ها با حداقل  ترين بوته كه هر هفت تا از حساس حالي

  ژن غلظت ويروس فاقد اينng/ml 6/0لگاريتم 
  LOD (logarithm of odds)مقدار  اگر ،باشند

 Yates. شوددار مي  لينكاژ معني، شود0/3بيشتر از 
از آزمون كاي اسكور . مربع اسكوور را پيشنهاد كرد

 با درجة آزادي يك براي Yatesتصحيح شدة 
شده  هاي مورد انتظار و مشاهده مقايسة نسبت
  . )20( استفاده گرديد
گرها از مكان  براي محاسبة فاصلة نشان،همچنين

  و همكارانBarzenاز فرمول  Rz1ژني 
  و همكارانAmiri در حالت جفت و )18()1992(
.  نيز استفاده گرديد در حالت ناجفت)19()2009(

شود در فرمول  طور كه در زير مشاهده مي همان

           (│observed – expected │- 0.5 )2

χ2 =∑ 
                        expected 
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Amiriهاي حساس   بوته)19 ()2009(  و همكاران
از . شود  ضرب مي2بدون باند در حالت ناجفت در

 )22 ،21(  نشانگر غالب استRAPDي كه يجا آن
در حالت ناجفت امكان تشخيص گياهان نوتركيب در 

در حالت ناجفت حضور (جمعيت مقاوم وجود ندارد 

ست ناشي فرار  انشانگر در گياهان مقاوم ممكن
هاي مقاوم يا ناشي از  هاي حساس به بوته بوته

 و Amiriن بنابراي). هاي مقاوم باشد ناخالصي در بوته
هاي نوتركيب در جمعيت   بوته)19)(2009(همكاران

  . ضرب كردند2حساس را در 
)19 ( :  
  
)18 (:  

  
  

  
  نتايج

 پيوسته به ژن RAPDشناسايي نشانگرهاي 
  Rzمقاومت به ريزومانيا 

 پيوسته به RAPDبراي شناسايي نشانگرهاي 
ترين و  ژن مقاومت به ريزومانيا دو توده از مقاوم

-Hollyترين گياهان حاصل از تفرق خانوادة  حساس
  تركيب جفت آغازگر روي هر215.  تهيه گرديد1-4

 درصد 5/2 حدود. ها آزمايش شدند يك از توده
را  DNAهاي دو   مخلوط،تركيبات جفت آغازگر

 تركيب حداقل يك نوار در تودة 34. تكثير نكردند
مقاوم يا حساس تكثير كردند كه در ديگري وجود 

 تركيب جفت 4 بيشتر فقط هاي آزمايشبا . تنداش
چندشكل نمودند كه نوار  ايجاد يك ،آغازگر

 4آغازگرهاي اين . تكرارپذير و مرتبط با مقاومت بود
؛ MF3,MF4-r-(~920)تركيب عبارت بودند از 

MF7,MF8-c-(~1220) ؛MF8,MF11-c-

 كه MF12,MF7-c-(~1475)و  (1250~)
 C6 و R2 ،C2 ،C5ترتيب ه ها ب نشانگرهاي آن

در موقعيت نوار نشانگر اول يك  .گذاري شدند نام
نوار در موقعيت جفت ر يك گناجفت و سه نشانگر دي

 با استفاده Rz1 از ژن C2  وR2فاصلة . نشان دادند
 و 3/8ترتيب  ههاي نوتركيب ب از روش فراواني بوته

دوتا از نشانگرها . مورگان بود  سانتي87/32
)C5=43.7cM  و C6=51.9cM ( در موقعيت

پيوستگي  Rz1علت فاصلة زيادشان تا ژن  جفت به
زيادي نشان ندادند و بنابراين از محاسبه با 

Mapmakerهمانطور كه در .  كنار گذاشته شدند
نواري با   R2 نشان داده شده است نشانگر 1تصوير 

 جفت باز در تودة مقاوم و گياهان 920اندازة حدوداَ 
هيچ محصولي در . ن توده ايجاد نموددهندة اي تشكيل

  .شود  مشاهده نمي10 و 1هاي شمارة  ستون نمونه
  

  
  
  
  
  
  
  

  

  ) 8-14(و حساس) 1-7(هاي مقاوم ، تك بوته(SB)، تودة حساس(RB) در تودة مقاومRAPD (R2) حضور نشانگر - 1تصوير 

.

Distance ®= 
R=repulsin 

Susceptible without band × 2

Total individuals 

Distance©= 
c=coupling 

Resistant without band + susceptible with band
Total individuals
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ــشانگرهاي    ــب ن ــي و ترتي ــل ژنتيك  C2 و R2فواص
 نيـز  Mapmaker version 3.0افـزار   توسـط نـرم  
  ).1جدول ( محاسبه شد

 Rzترتيب و فاصلة نشانگرها از يكديگر و از ژن           -1جدول  
 ..mapmaker version 3.0با استفاده از 

Distance Markers 
34.8 cM R2 
33.3 cM Gene 
---------- C2 

68.1 cM   3 markers  log-likelihood= -80.35 
  

وستگي قرار اين نشانگرها در يك گروه پي
دار نبود و بنابراين   معنيR2براي  χ2مقدار . داشتند

ولي اين مقدار براي  .نمود  تبعيت مي1:3از نسبت 
C2 دار بود و از   معنيدرصد1 در سطح احتمال

براي تعيين نقشة . كرد  تبعيت نميي مندل1:3نسبت 
 تجزية پيوستگي نشانگرهاي پيوسته به ژن ،ژنتيكي

تجزية پيوستگي بر اساس . مقاومت انجام گرفت
هاي  آزمون انحراف تفرق همزمان دو مكان از نسبت

تواند ناشي از  اين انحراف مي .استمورد انتظار مندلي 
يا انحراف تفرق  پيوستگي فيزيكي بين دو مكان ژني

 براي افزايش دقت ،بنابراين. ها باشد تك مكان در تك
راي در برآورد پيوستگي بين نشانگرها، نشانگر دا

هاي بعدي  از تجزيه) C2( انحراف از تفكيك مندلي
 اثري بر گروه پيوستگي C2حذف . حذف شد

 نسبت به ژن كاهش R2نداشت، اما فاصلة نشانگر 
  .يافت

ترتيب و فاصلة نشانگرها از يكديگر و از ژن  - 2جدول 
Rz  با استفاده ازmapmaker version 3.0.. 

Distance Markers 
23.7 cM gene 
 R2 

23.7 cM  2 markers  log-likelihood= -45.25 
  

  بحث
استفاده از تركيبات جفت آغازگر در يافتن 

در اين .  تك آغازگر بودكاربرد مؤثرتر از ،چندشكلي
هاي   توده، از جفت آغازگرهادرصد5/2تحقيق تنها 

 18كه  حالي ساس را تكثير نكردند، درحمقاوم و 
ترتيب  هزگرها كه ب از همان آغا درصد24 و درصد

 )23()1386( و مصباح )14()1382(توسط اميري 

هاي مقاوم و  استفاده شده بودند، تودهصورت تكي  هب
  .حساس همان جمعيت را تكثير نكردند

چهار جفت تركيب آغازگري در جمعيت نوار 
) C6 و C5(ها  چند شكل توليد نمودند كه دوتا از آن

 Rz1رگان از ژن مو  سانتي40علت فاصلة بيش از  به
علت   نيز بهC2نشانگر . مورد بررسي قرار نگرفتند

  بود كناردرصد1دار در سطح   معنيχ2كه داراي  اين
ر اثر حذف بست  اانحراف تفرق ممكن. گذاشته شد

هاي گرده  هاي نر در نتيجة عقيمي دانه انتخابي گامت
 هاي ماده خود ناسازگاري، حذف انتخابي گامت يا
ها  هاي شايستگي بين زيگوت  اثر تفاوترب و يا )24(

شود فواصل  همانطوركه مشاهده مي. )25( باشد
هاي  بوته دست آمده با استفاده از روش تك هژنتيكي ب
دست آمده با  هاز فاصلة ب  بسيار كمتر،نوتركيب

اين تفاوت . است Mapmakerافزار  استفاده از نرم
شده  نيز بيان )26()1386(توسط اميري و سرافراز 

صورت   اگر نشانگر و ژن به كهها نشان دادند آن. است
شده با استفاده از  جفت پيوسته باشند، فاصلة محاسبه

دست آمده از  ه با فاصلة ب،هاي نوتركيب فراواني بوته
خواني دارد، اما اگر نشانگر در حالت  افزار هم نرم

ناجفت با ژن مربوطه پيوسته باشد، نتايج حاصل از 
 اما تفاوت ،ي تقريبا يكسانينما و تابع درستافزار  نرم

شده با استفاده از فراواني  زيادي با فاصلة محاسبه
 و F2اگر جمعيت  .هاي نوتركيب خواهد داشت بوته

، براي )RAPDمانند (نشانگر از نوع غالب باشد 
 فاصلة حاصل از ،ي شدهينشانگرهاي ناجفت شناسا

 به شدت Mapmakerافزار  ي و نرمينما تابع درست
هاي   روش فراواني بوته، و در اين حالتاستاريب 

 براي. دهد دست مي ه نتايج نااريبي ب،نوتركيب
 از Mapmaker فراواني نوتركيبي، فرمول محاسبه

 صفر برابر را آن و گرفته مشتق  Tيينما درست تابع
 باشد، فراواني ناجفت نشانگر اگر. دهد قرار مي
 چهارم گروه اوانيفر اثيرت تنها تحت نوتركيبي
 عبارت به يا نشانگر فاقد حساس گياهان( فنوتيپي

 براي مضاعف هموزيگوت مغلوب ژنوتيپ ،ديگر
 اين فراواني چه هر و گرفته قرار )ژني مكان و نشانگر
 برآورد در فرمول ميزان اريب باشد، كمتر گروه

 بنابراين،). 14(بود  خواهد بيشتر نوتركيبي فراواني
يعني نتايج ( قبلي برآوردهاي كه شد گيري نتيجه
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علت  هب) هاي نوتركيب دست آمده از فراواني بوته هب
يك ( نشانگر فاقد حساس بودن تعداد گياهان كم
 علت به افزار نرم از حاصل نتايج و بود صحيح) گياه
 براي نشانگر فاقد حساس گياهان فراواني بودن كم

  . استاريب  شدت به ناجفت نشانگرهاي
  

  قدردانيتشكر و 

اين تحقيق از نظر مالي توسط مؤسسة تحقيقات 
 .قند حمايت گرديد اصلاح و تهية بذر چغندر

 دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات ،همچنين
هاي علمي از اين تحقيق  با برخي كمكتهران 

از جناب آقاي دكتر محمودي در  .حمايت كردند
ت و به خاطر تذكراپزشكي اين مؤسسه  بخش گياه

  . كمال قدرداني را داريمهاي برادرانه  كمك
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