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چكيده

حضور يك نشانگر مولكولي ناجفت رپيد، موسوم به AM2، پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا، بر روي DNA تك بوته هاي يك توده اصلاحی بدست 

آمده از تلاقی گونه وحشی بتا ماريتيما )دارای ژن مقاومت Rz2( با چغندرقند موسوم به توده F2BC1 بررسي گرديد. براي اين كار ابتدا حدود 1160 بذر 

از توده مورد نظر در گلخانه كشت شد و پس از تهيه گياهان يك ماهه، حدود 100 گياهچه به منظور ارزيابی مقاومت فنوتيپی، به خاك آلوده به ريزومانيا 

در گلخانه منتقل شد و به مدت دو ماه در اين خاك نگه داری شدند. سپس تعيين كميت و كيفيت  DNAهاي استخراجي با روش اسپكتروفتومتري انجام 

شد. سپس آزمون RAPD�PCR بر روي نمونه هاي گياهي با آغازگر مربوطه انجام گرفت. پس از الكتروفورز محصولات واكنش در ژل آگارز و رنگ 

آميزي ژل و مشاهده ی الگوی باندی، حضور و عدم حضور نشانگر در تك بوته ها مشخص گرديد. در مرحله بعد ميزان مقاومت گياهان كشت شده 

در خاك آلوده بر اساس غلظت ويروس در داخل ريشه گياه با آزمون سرولوژيكي الايزا در آزمايشگاه تعيين گرديد. سپس رابطه و ميزان همبستگي 

و درجه توافق بين نشانگر )بر اساس داده های مولكولی( و مقاومت )بر اساس داده هاي الايزا( در تك بوته هاي توده مورد نظر مشخص شد. نتايج نشان 

داد كه ميانگين مقادير جذب الايزای ژنوتيپ های هتروزيگوت و هموزيگوت غالب، فاقد تفاوت معنی دار می باشد. همچنين نتايج مقايسه ميانگين برای 

صفت درصد حضور نشانگر بصورت طرح كاملًا تصادفی متعادل در چهار ژنوتيپ شامل توده F2BC1 )دارای ژن مقاومت Rz2(، رجينا )رقم شاهد 

حساس به ريزومانيا(، پائولتا )رقم شاهد مقاوم به ريزومانيا( و توده اصلاحی S1 )دارای ژن مقاومت Rz1( نشان داد كه اختلاف معنی داری بين ژنوتيپ ها 

وجود ندارد و تكرارپذيری نشانگر ناجفت AM2 در ژنوتيپ های مختلف تأييد گرديد. 

واژه های کليدی: چغندر قند، ريزومانيا، نشانگر مولكولی، رپيد.
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مقدمه
مهمترين بيماري كه گياه چغندرقند را تهديد مي كند ريزومانيا1  
مي باشد كه زراعت اين گياه را مختل نموده است. اين بيماري 
مي تواند  است،  چغندرقند  بيماري هاي  ترين  مخرب  از  كه 
اين  ببرد.  بين  از  را  گياه  اين  محصول  صد  در  صد  تا  حتي 
بيماري اولين بار در ايران در سال 1375 از فارس گزارش شد 
اكثر  از  بيماری  آن  متعاقب   .)1375 همكاران،  و  )ايزدپناه 
و  فلاح  )توده  گرديد  گزارش  كشور  چغندركاری  مناطق 
BNY� 1379(. ويروس عامل بيماري ريزومانيا يا  ممكاران،

بتا  ميكسا  پلي  بنام  قارچي  توسط    VV (Tamada, 1975)

تنها راه حفاظت   .)Keskin., 1964( مي شود منتقل  كسكين2 
محصول چغندر قند در مزرعة آلوده به BNYVV، كشت ارقام 
مقاوم است. عمدتا دو ژن مقاومت به ريزومانيا در چغندر قند 
شناسايي شده اند كه از منابع مختلف منشأ گرفته اند و بصورت 
 .)Scholten & Lange, 2000( نامگذاري شده اند Rz2 و Rz1

با توجه به آنكه روش هاي ارزيابي كلاسيك گزينش مقاومت 
و  محيطي  شرايط  به  وابسته  و  بوده  فنوتيپي  نوع  از  بيماري  به 
يكنواختي عامل آلوده كننده هستند و در فصل خاصي از سال 
به  كننده  آلوده  عامل  از  گياهان  بعضي  نيز  و  مي گيرند  انجام 
اين رو  از  تلقي مي شوند،  مقاوم  به ظاهر  و  نحوي مي گريزند 

با استفاده از روش هاي مولكولي، به عنوان روش تكميلي و يا 
جايگزين مي توان گياهان در بردارنده ژن مقاومت را در سطح 
 DNA مولكولي  نشانگرهاي  بنابراين  نمود.  شناسايي  ژنوتيپي 
باشند  مقاوم  ژنوتيپ هاي  انتخاب  براي  مفيد  ابزاري  مي توانند 
و باعث صرفه جويي در زمان ارزيابي و افزايش دقت انتخاب 
روش  از  مردينوگلو  و  پلسي   .)1387 )نوروزی  گردند 
ژن  با  پيوسته   RAPD نشانگرهاي  شناسايي  براي   BSA

نمودند  استفاده   Holly منبع  در  ريزومانيا  به  مقاومت 
آغازگر   160 از   .(Pelsy and Merdinoglu, 1996)

توليد  چندشكل  نشانگر   44 آغازگر   19 كه  شد  استفاده 
بندي شدند. شولتن  طبقه  پيوستگي  گروه   9 در  كه  نمودند 
1� Rhizomania

2� Polymyxa beta keskin

و همكاران نام Rz1 را براي ژن Holly  و نام Rz2 را براي ژن 
 .(Scholten et al., 1997, 1999) پيشنهاد نمودند WB42 )هاي(
اميري گزارش نمود كه مقاومت در منبع WB42 با يك ژن غالب 
 Holly در منبع Rz1 كنترل مي شود و فاصله آن از ژن )Rz2(
اميری   .)1382 )اميری،  مي باشد  مورگان  سانتي   35 حدود 
ريزومانياي  بيماري  به  مقاومت  وراثت  بررسي  با  همكاران  و 
Hol� منابع در  مقاومت  ژن هاي  كه  دريافتند   غغندرقند 

مي باشند  پيوسته  به صورت  و  آللي  غير   WB42 و   ly
از  استفاده  با   )1382 ( اميري   .(Amiri et al., 2003)

تلاقي رگه هاي  از  F2 حاصل  جمعيت  در   RAPD تكنيك 
و    Holly مقاومت  منابع  با  ساله  يك  چغندر  و   261 نرعقيم 

پيوستگي شديد  با  ناجفت  نشانگر  موفق گرديد يك   WB42

حاصل   Rz2 ژني  مكان  براي  مورگان(  سانتي   3/6 فاصله  )با 
براي  كم  پيوستگي  با  جفت  نشانگر  يك  و   WB42 منبع  از 
Holly  بدست آورد )اميری،  Rz1 حاصل از منبع  مكان ژني 
و  مشابه  روشي  از  استفاده  با  نيز  همكاران  و  نوحی   .)1382
نشانگر  دو  شناسايي  به  موفق   ،RAPD نشانگر  از  استفاده  با 
بنام هاي OF�09 با اندازه 1150 جفت باز در وضعيت جفت 
 OP�AN9 و ديگري Rz1 27 سانتي مورگان از ژن و فاصله 
فاصله 13/7  با  و  ناجفت  باز در وضعيت  اندازه 600 جفت  با 
سانتي مورگان از ژن Rz1 شدند )Nouhi et al., 2008(. نتايج 
شده  گزارش  نيز   )1386( همكاران  و  مصباح  توسط  مشابهی 
است. نوروزي )1387( و نوروزی و فقهی )1388( با استفاده 
از تكنيك RAPD موفق به شناسائي نشانگرهای R1 و R2 به 
Rz1 در  ترتيب در فواصل 2/32 و8/3 سانتی مورگان از ژن  
فاز ناجفت و نشانگرهای C4 وC1 به ترتيب در فواصل 21/4 و 

27/5 سانتی مورگان از ژن  Rz1 در فاز جفت شدند. 
هدف از اين تحقيق بررسی تكرار پذيری وتاييد يك نشانگر 
با  پيوسته   AM2 (Amiri et al., 2009) به  موسوم  مولكولی 
از  ماريتيما  بتا  منبع  از  چغندرقند  ريزومانياي  به  مقاومت  ژن 
طريق مقايسه نتايج نشانگر با نتايج آزمون الايزا و تعيين درصد 
حضور نشانگر در توده های اصلاحی و ارقام تجاری مقاوم و 
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حساس چغندرقند برای ارزيابی سريع ژرم پلاسم بود.

مواد و روش ها
موسسه  گلخانه  در  گياهی   نمونه های   بذور  گياهی:  مواد 
قند كرج كشت شد. در  بذر جغندر  تهيه  تحقيقات اصلاح و 
 Rz2 ژن  با  پيوسته  ناجفت  نشانگر  يك  حضور  تحقيق  اين 
DNA ی  روي  بر   ،AM2 به  موسوم  ريزومانيا  به  مقاومت 
استخراج شده در 1160 تك بوته ي يك توده اصلاحی بدست 
مقاومت  ژن  )دارای  ماريتيما  بتا  وحشی  گونه  تلاقی  از  آمده 
Rz2( با چغندرقند موسوم به توده F2BC1، رجينا )رقم شاهد 

حساس به ريزومانيا(، پائولتا )رقم شاهد مقاوم به ريزومانيا( و 

Rz1( بررسي گرديد.  توده اصلاحی S1 )دارای ژن مقاومت 
همچنين پس از تهيه گياهان يك ماهه، 109 گياهچه از توده 
F2BC1 و 76 گياهچه از چهار ژنوتيپ رجينا و رسول و پائولتا 

به  فنوتيپی،  مقاومت  ارزيابی  منظور  به   S1 اصلاحی  توده  و 
خاك آلوده به ريزومانيا در گلخانه منتقل شد و به مدت دو ماه 
مقاومت گياهان  ميزان  نگه داری شدند. سپس  اين خاك  در 
كشت شده در خاك آلوده بر اساس غلظت ويروس در داخل 
تعيين  آزمايشگاه  در  الايزا  سرولوژيكي  آزمون  با  گياه  ريشه 

گرديد.
ويروس  غلظت  گيری  اندازه  برای   )ELISA( الايزا  آزمون 

BNYVV: ابتدا بافرهای زير تهيه گرديد.

را   )Na2co3( بافر پوششی: 1/59 گرم كربنات سديم تهيه   -
هيدروژن  مقطر حل كرده سپس 2/93 گرم كربنات  در آب 
بيشتر  ماندگاری  اضافه شد. جهت  به آن   )NaHCO3( سديم 
اين محلول مقدار 0/2 گرم سديم آزيد داخل محلول ريخته 
شد. حجم كل بافر را نزديك به يك ليتر رسانده سپس pH با 
استفاده از HCl در 9/8 تنظيم گرديد. در انتها محلول به حجم 
ليتر رسانده شد. توجه: ماده سديم آزيد )NaN3( بسيار  يك 

خطرناك و سرطان زا است.
- تهيه بافر PBS10X: 80 گرم كلريد سديم )NaCl(، 2 گرم 
كلريد  گرم   2 و   2H2O، Na2HPO4 گرم   29  ،KH2PO4

پتاسيم )KCl( را در يك بشر ريخته و سپس مقداری آب مقطر 
به آن اضافه شد. پس از حل شدن مقدار 0/2 گرم سديم آزيد 
 pH تنظيم  از  پس  كرده  اضافه  آن  به  بيشتر  ماندگاری  جهت 

محلول در 7/4، حجم محلول به يك ليتر رسانده شد.
- تهيه بافر نمونه: 100 ميلی ليتر از بافر PBS10X را در 700 
ميلی ليتر آب مقطر حل كرده سپس 20 گرم PVP به آن اضافه 
گرديد. پس از حل شدن كامل PVP با استفاده از همزن، 0/5 
Tween20 اضافه كرده در انتها  حجم محلول به  ميلی ليتر از 

يك ليتر رسانده شد.
- تهيه بافر شستشو: 100 ميلی ليتر از PBS10X و 0/5 ميلی ليتر

ليتر رسانده  به حجم يك  مقطر  از آب  استفاده  با   Tween20

شد.
- تهيه بافر دی اتانول آمين1: 9/7 ميلی ليتر دی اتانول آمين را 
با استفاده از آب مقطر نزديك به حجم 100 ميلی ليتر رسانده 
انتها  HCl در 9/8 تنظيم و در  pH محلول با استفاده از  سپس 

حجم محلول به 100 ميلی ليتر رسانده شد. 
مراحل انجام DAS�ELISA: اندازه گيری غلظت ويروس در 
ريشه چه گياهان با استفاده از آزمون الايزا به روش ساندويچ 
معمول  روش  مطابق   )DAS�ELISA( آنتی بادی  طرفه  دو 
گياهپزشكی  آزمايشگاه  در  كه   ،)1977( آدامز3  كلارك2و 
موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقند كرج بهينه سازی 
شده بود انجام شد )Amiri et al., 2003(. آنتی سرم ها و عصاره 
به   BNYVV به  آلوده   Chenopodium quinoa برگ های 
عنوان كنترل مثبت4 از دانشكده كشاورزی دانشگاه شيراز تهيه 
گرديد. جزئيات روش الايزا به شرح زير انجام گرفت: پس از 
شستشوی  و  آلوده  خاك  مخلوط  از  گياهچه ها  سازی  خارج 
كامل ريشه چه های آنها، 0/1 گرم از ريشه چه هر گياه همراه با 
يك ميلی ليتر از بافر نمونه در دستگاه عصاره گيری به خوبی 
له شده و عصاره نمونه تهيه شده تا زمان آزمون الايزا در داخل 

1� Diethanolamine
2� Clark
3� Adams
4� Positive control
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درجه   -20 فريزر  داخل  درب دار،  ليتری  ميلی   1/5 لوله های 
سانتی گراد نگهدای گرديد. برای انجام آزمون الايزا ابتدا آنتی 
بادی با نسبت يك در هزار در بافر پوششی رقيق شده و به ميزان 
100 ميكروليتر از بافر رقيق آنتی بادی به هر يك از چاهك های 
پليت الايزا اضافه گرديد. برای كاهش اثرهای حاشيه ای رديف 
خارجی پليت ها با بافر پوششی پرگرديد و فقط از 60 چاهك 
داخلی پليت ها برای آزمون الايزا استفاده شد )اميری، 1382؛. 
در  ساعت   3/5 مدت  به  پليت ها  سپس   .)Paul at al., 1992

دمای 37 درجه سانتی گراد نگهدای شدند. پس از اين مدت، 
بافر پوششی موجود در پليت ها به طور كامل خالی شده و هر 
بافر شستشو،  توسط  دقيقه  به مدت سه  بار  هر  و  بار  پليت سه 

شتسشو گرديد. سپس پليت ها به مدت 5-4 دقيقه به صورت در 
تا داخل چاهك ها خشك  اتاق نگهداری شدند  باز در دمای 
شوند. برای آماده سازی عصاره، نمونه ها از فريزر 20- درجه 
سانتی گراد به يخچال منتقل شده و پس از باز شدن يخ آنها، 
مربوطه  چاهك های  به  نمونه  هر  عصاره  از  ميكروليتر   100
منفی  كنترل  برای  چاهك  شش  پليت  هر  در  گرديد.  اضافه 
برای كنترل مثبت )عصاره  )عصاره گياه سالم(، يك چاهك 
و   )BNYVV به  آلوده   Chenopodium quinoa برگهای 
نظر  در   )Blank( گياهی  فاقد عصاره  نمونه  برای  دو چاهك 
گرفته شد. در اين مرحله به رديف های خارجی پليت ها 100 
ميكروليتر بافر نمونه اضافه گرديد. پس از اضافه نمودن نمونه ها 
چهار  دمای  در  يخچال  در  شب  طی  در  پليت ها  ژن(،  )آنتی 
بافر موجود  بعد،  نگهداری شدند. در روز  درجه سانتی گراد 
در پليت ها به طور كامل خالی شده و هر پليت سه بار و هر بار 
به مدت سه دقيقه با بافر شستشو شسته شد. در اين مرحله بعد 
هزار  در  نسبت يك  با  بادی كانژوگيت1  آنتی  دقيقه،  از 4-5 
آنتی  رقيق  بافر  از  ميكروليتر   100 و  شده  رقيق  نمونه  بافر  در 
پليت ها  سپس  گرديد.  اضافه  چاهك  هر  به  كانژوگيت  بادی 
به مدت 3/5 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد نگهداری 
از  پس  بافر شستشو شسته شدند.  با  بار  يه  آن  متعاقب  و  شده 

1� Conjugate

خشك شدن پليت ها، به هر چاهك 100 ميكرليتر بافر تازه دی 
اتانول آمين حاوی يك mg/ml سوبسترا اضافه گرديده و در 
رديف های خارجی پليت ها نيز، هر چاهك با 100 ميكروليتر 
تاريكی  و  اتاق  دمای  در  پليت ها  سپس  شد.  پر  نمونه  بافر 
خوان  پليت  دستگاه  با  آنزيمی  واكنش  شدند.  نگهداری 
 (ELISA Reader, Labsystem,Multiskan EX�355)

ميانگين  برابر  دو  نهايت  در  شد.  خوانده   405  nm در 
تفكيك  آستانه  عنوان  به  سالم  نمونه های  جذب  مقادير 

شد. گرفته  نظر  در  حساس  از  مقاوم  گياهان 
)Amiri et al., 2003(

 DNA استخراج  يك ماهه،  گياهان  از   :DNA استخراج 

شد  انجام  همكاران  و  دلاپورتا  يافته  تيير  روش  با  ژنومی 
استخراج  DNA ي  سپس   .)Dellaporta et al., 1983(
گراد  سانتی  درجه   4 دمای  در  و  TE حل شد  بافر  در  شده 
با  استخراجی   DNA كيفيت  و  كميت  گرديد.  نگهداری 
ژل  در  الكتروفورز  و  اسپكتروفتومتری  دو روش  از  استفاده 

آگارز مشخص شد.
آزمون RAPD: واكنش زنجيره پلی مراز برای انجام RAPD در 
حجم نهايی 25 ميكروليتر برای هر واكنش انجام گرفت. حجم 
ng/ در يك واكنش، 1/5 ميكروليتر با غلظت DNA مورد نياز

 2/5 dNTPميكروليتر  2  ،10x buffer ميكروليتر   2/5 ،50 μl

ميلی مولار، 1/8 ميكروليتر MgCl2 با غلظت 25 ميلی مولار، 1 
ميكروليتر با غلظت ng/μl 30 از آغازگر AM2، 0/2 ميكروليتر 
)يك واحد( آنزيم SmarTaq پلی مراز بود.  واكنش زنجيره 
پلی مرازبرای آزمون RAPD در دستگاه ترموسايكلر با مراحل 
 40 ،94 ° Cزير  صورت گرفت: 5 دقيقه واسرشت سازی اوليه در
 ،94 °C چرخه شامل واسرشته سازی به مدت 40 ثانيه در دمای
اتصال به مدت 40 ثانيه در دمای C °35، توسعه به مدت 90 ثانيه 
در دمای C °72 و يك مرحله 10 دقيقه ای توسعه نهايی در دمای 
C °72 برای تكميل طول قطعات تكثير شده در واكنش. سپس 
با ولتاژ 100، رنگ آميزی  الكتروفورز در ژل آگارز 1 درصد 
ژل در اتيديوم برومايد و عكس برداری در دستگاه مستند ساز 
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ژل انجام گرفت. در نهايت الگوی نواربندی ژنوتيپ ها روی ژل 
مشخص شد.

محاسبات آماري
از  مولكولی  داده های  با  الايزا  نتايج  توافق  درصد  تعيين  برای 

رابطه زير استفاده گرديد:

 

نسبت  با  نشانگر  شده  مشاهده  نسبت  مقايسه  براي  همچنين 
كاي  مربع  آزمون  از  اصلاحی  توده  در  مندلی  موردانتظار 

تصحيح شده استفاده گرديد. 
طرح  از  مقاوم  ژنوتيپ های  در   RZ1 ژن  دز  اثر  تعيين  برای 
كاملًا تصادفی نامتعادل بر اساس مقايسه داده های الايزا ونتايج 
مولكولی استفاده گرديد. داده های مربوط به اين آزمون جهت 
تجزيه و تحليل وارد نرم افزار Excel شد. به دليل نرمال نبودن 
داده ها و وجود همبستگی بين ميانگين و واريانس ابتدا به تمامی 
لگاريتم  داده ها  تمامی  از  سپس  شد،  اضافه  يك  عدد  داده ها 
طبيعی گرفته شد، بدين ترتيب از غير يكنواختی داده ها به ميزان 
  SAS افزار  نرم  از  استفاده  با  داده ها  زيادی كاسته شد، سپس 
به صورت طرح كاملا تصادفی  آناليز و تجزيه واريانس  مورد 

نامتعادل قرار گرفت. 

نتايج و بحث
استخراج DNA:  DNA ژنومی استخراجی در ژل آگارز 0/8 
می توان  بنابراين  داشت.  اسمير كمی  ولت   60 ولتاژ  با  درصد 
DNA از  نتيجه گرفت كه روش استفاده شده برای استخراج 
بافت برگی روشی ساده، سريع و مناسب بوده و DNA استخراج 
شده از كيفيت مطلوبي برخوردار است. كميت DNA نيز برای 
تعدادی از تك بوته ها با دستگاه اسپكتروفوتومتر اندازه گيری 
شد كه پس از تاييد بهينه بودن شرايط استخراج به دليل تعداد 
زياد نمونه ها بسته به حجم رسوب DNA، رقيق سازی در بافر 

TE به ميزان 250-30 ميكروليتر انجام شد.

واكنش  مناسب  شرايط  ايجاد  برای   :RAPD�PCR واكنش 
آغازگر  منيزيم،  نمك  مناسب  غلظت  ابتدا   RAPD�PCR

كه  گرديد  تعيين  غلظت  شيب  آزمون  از  استفاده  با   DNA و 
غلظت مطلوب برای نمك منيزيم 1/8 ميلی مولار بود. بيش از 
اين مقدار باعث ايجاد باندهای Smear و كمتر از آن منجربه 
عدم تكثير برخی قطعات در چرخه اوليه واكنش و در نتيجه از 
 DNA دست رفتن برخی چند شكلی های احتمالی  شد. حجم
با  ميكروليتر   1/5 ميكروليتری   25 واكنش  يك  در  نياز  مورد 
اثر  مقدار  اين  از  بيش  بود.  ميكروليتر  در  نانوگرم   50 غلظت 
كم و غلظت های بالاتر اثر بازدارنده در تكثير داشتند. همچنين 

غلظت های پايين تر منجربه از دست رفتن برخی چندشكلی ها 
 1 آغازگر  از  نياز  مورد  حجم  و   dNTP ميكروليتر  دو  شد. 
نانوگرم در ميكروليتر، 0/2 ميكروليتر  با غلظت 30  ميكروليتر 
 10Xbufferو  2/5 ميكروليتر  یارب ،Taq DNA Polymerase

هر واكنش بهينه شد. 
الكتروفورز محصولات RAPD�PCR در ژل آگارز 1 درصد، 
رنگ آميزی ژل در اتيديوم برومايد و عكس برداری در دستگاه 
حضور  درصد  سپس   .)1 )شكل  گرفت  انجام  ژل  ساز  مستند 

نشانگر در تك بوته ها به تفكيك هر ژنوتيپ محاسبه شد. 
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شكل1-  نيمرخ تهيه شده از نشانگر ناجفتAM2، ستون ده و سی از سمت چپ معرف نشانگر تعيين اندازه DNA و مابقی ستونها 
F2BC1 نشان دهنده ژنوتيپ های توده

 Fig 1- profile from Am2 marker, 10 and 30 column from left display size marker, others indicating for F2BC2 geotypes 

 بررسی توافق نتايج نشانگر  AM2 با الايزا:
موفق   RAPD تكنيك  از  استفاده  با   1382 سال  در  اميری 
فاصله  )با  شديد  پيوستگی  با   AM2 ناجفت  نشانگر  گرديد 
منبع  از  RZ2 حاصل  برای مكان ژنی  را  3/6 سانتی مورگان( 
WB42  بدست آورد. برای تأييد نشانگر ابتدا 185 تك بوته 

با ژنوتيپ های توده F2BC1 )دارای ژن مقاومت Rz2(، رجينا 
به  مقاوم  )رقم شاهد  پائولتا  ريزومانيا(،  به  )رقم شاهد حساس 
و   )Rz1 مقاومت  ژن  )دارای   S1 اصلاحی  توده  و  ريزومانيا( 
قرار  مولكولی  موردآزمون  ريزومانيا(  به  حساس  )رقم  رسول 
آن   از  بعد  شد  مشخص  نشانگر  درصد حضور  سپس  گرفت. 
اساس  بر  آلوده  در خاك  گياهان كشت شده  مقاومت  ميزان 

سرولوژيكي  آزمون  با  گياه  ريشه  داخل  در  ويروس  غلظت 
الايزا در آزمايشگاه تعيين گرديد. بدين ترتيب بوته های مقاوم 
و حساس مشخص شد. سپس رابطه و ميزان همبستگي و درجه 

توافق بين نشانگر )بر اساس داده های مولكولی( و مقاومت )بر 
نرم  با  بوته هاي توده موردنظر  الايزا( در تك  اساس داده هاي 

افزار Excel مشخص شد )جدول 1(. 
همانطور كه مشاهده می شود درصد توافق نشانگر با الايزا در 
 ،S1 اصلاحی  توده ی  و  پائولتا  و  رسول  و  رجينا  ژنوتيپ های 
صد در صد و در توده F2BC1 مقدار 98 درصد می باشد. بدين 
مختلف  جمعيت های  در  مذكور  نشانگر  تكرارپذيری  ترتيب 

چغندرقند تاييد می گردد.

جدول1- درصد توافق نشانگر  AM2 با الايزا و درصد حضور نشانگر
Table 1� Agreement percent between AM2 marker with ELISA and marker presence

  درصد حضور نشانگر
Marker presence (%) 

درصد توافق 

  یزابا الا AM2نشانگر
AM2 and ELISA 
agreement (%) 

تعداد بوته بررسی 

  شده
Plant No 

  نام ژنوتیپ
Genotype 

name 

  ردیف
Row 

  1  حساس رجینا  28  100%  96%

  2  حساس رسول  4  100%  100%

  3  مقاوم پائولتا  26  100%  92%

  F2BC1 4توده   109  98%  90%

  S1 5توده   18  100%  100%
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 غربال بوته های هموزيگوت غالب در توده اصلاحی 
 :AM2  بر اساس نشانگر ناجفت

بوته های  غربال  جهت  آن  از  مذكور  نشانگر  تاييد  از  پس 
هموزيگوت غالب در توده F2BC1 استفاده شد. بدين ترتيب 
كه بوته های فاقد  نشانگر ناجفت به منزله عدم آلل حساس و در 

نتيجه هموزيگوت غالب بودند.  درصد بوته های هموزيگوت 
غالب بر اساس نشانگر با درصد مورد انتظار در جامعه مذكور 
كه معادل يك شانزدهم بود مورد مقايسه آماری با آزمون مربع 

كای شدند كه نتايج آن در جدول 2 آمده است. 
 

F2BC1 جدول 2- نتيجه كای اسكور برای درصد حضور نشانگر در توده
Table 2� chi square results for marker presence in F2BC1 

 کاي اسکور
Χ2  

 تعداد مشاهده شده
Observed No  

 تعداد مورد انتظار
Expected No  

 نسبت مورد انتظار
Expected Ratio  

  تعداد گیاهان
Plant No 

2.53ns  58  72  1:16  1160  
 

 ns: not significant                  غير معنی دار :ns

 كای اسكور نشان داد كه بين نسبت مورد انتظار برای وراثت 
غالب  هموزيگوت  ژنوتيپ  نسبت  و  مونوهيبريديسم  صفت 
ندارد.  وجود  داری  معنی  تفاوت  شده  مشاهده   )Rz2Rz2(
واينبرگ  تعادل هاردی  دارای  بررسی شده  لذا جامعه آماری 
تفكيك  نسبت  با   AM2 نشانگر  تفكيك  نسبت  و  می باشد 
RZ2 مطابقت دارد. يعنی نوتركيبی بين نشانگر و ژن كم  ژن 

می باشد.
 BSA RAPD و تكنيك  نشانگر  از  استفاده  با  اميري )1382( 

)هاي(  ژن  با  پيوسته  مولكولي  نشانگرهاي  شناسايي  به  اقدام 
مقاومت به ريزومانيا نمود. وي براي منبع مقاومت Holly يك 
 WB42 مقاومت  منبع  براي  و  كم  پيوستگي  با  جفت  نشانگر 
يك نشانگر ناجفت با پيوستگي شديد شناسايي كه فاصله آن 
از مكان ژني Rz2 در منبع مقاومت WB42 حدود 3/6 سانتي 
مورگان بدست آمد. نوحی و همكاران نيز با استفاده از روشي 
دو  شناسايي  به  موفق   ،RAPD نشانگر  از  استفاده  با  و  مشابه 
با اندازه 1150 جفت باز در وضعيت   OF�09 نشانگر بنامهاي 
OP� و ديگري Rz1 جفت و فاصله 27 سانتي مورگان از ژن

با فاصله  باز در وضعيت ناجفت و  اندازه 600 جفت  با   AN9

 .(Nouhi et al., 2008) شدند Rz1 13/7 سانتي مورگان از ژن
نوروزي و فقهی )1388( با استفاده از تكنيك RAPD موفق به 
شناسائي نشانگرهای R1 و R2 به ترتيب در فواصل 2/32 و8/3 

 C4 Rz1 در فاز ناجفت و نشانگرهای  سانتی مورگان از ژن  
وC1 به ترتيب در فواصل 21/4 و 27/5 سانتی مورگان از ژن 
Rz1  در فاز جفت شدند. اما هيچيك از محققان فوق الذكر، 

پذيری  تكرار  و  تاييد  منظور  به  را  آمده  بدست  نشانگرهای 
آنها بر روی تعداد زيادی تك بوته از توده های مختلف مورد 
بررسی قرار ندادند. بنابراين در تحقيق حاضر عمده نشانگرهای 
ذكر شده در منابع علمی داخلی و خارجی كه پيوستگی آنها 
با ژن RZ1 قبلا گزارش شده بود بررسی تكرارپذيری آنها در 
چندين توده اصلاحی و رقم تجارتی حساس و مقاوم به ريزومانيا 
انجام گرفت كه برخی از آنها تاييد ولی عمده آنها بجای نشانگر 
نمودند.  ديگری  )های(  نشانگر  توليد  اوليه  منبع  در  شده  ذكر 
علت اين موضوع شايد بر طبق نظر محققان زير قابل توجيه باشد. 
برای مثال گيوريو و همكاران Giorio et al., 1997) برای تاييد 
10 نشانگر RAPD پيوسته با ژن مقاومت هولی كه قبلا توسط 
بود  (Barzen et al., 1997) شناسايی شده  بارزن و همكاران 
از يك توده در حال تفكيك برای ژن هولی استفاده  و ثابت 
نمودند كه تنها شش نشانگر از 10 نشانگر مذكور در توده آنها 
تاييد می شود و تكرارپذيری دارد. همچنين گريمر و همكاران 
تاييد  و  تكرارپذيری  بررسی  در   )Grimmer et al., 2007(
10 نشانگر RAPD پيوسته با ژن مقاومت به ريزومانيا كه قبلا 
تنها  كه  گرفتند  نتيجه  بود  شده  گزارش  محققان  ساير  توسط 
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تاييد  مورد  و  داشته  تكرارپذيری  ايشان  توده  در  نشانگر  يك 
قرار می گيرد و ساير نشانگرها با فواصلی كه قبلا گزارش شده 
تكرارپذيری  را  تاييد  عدم  اين  علت  ايشان  نشدند.  تاييد  بود 
ژنتيكی  زمينه  تفاوت در  نيز  و   RAPD باند های  از  برخی  كم 
توده های به كار رفته در تحقيقات افراد مختلف دانستند كه اين 
تنوع می تواند بر الگوی باندهای RAPD موثر باشد. بهر حال 
نتيجه تحقيق حاضر منجر به معرفی تعداد زيادی نشانگر جفت و 
ناجفت پيوسته با ژن RZ1 شده است كه در توده های اصلاحی 
قابل  چغندرقند  تحقيقات  موسسه  در  موجود  تجارتی  ارقام  و 

استفاده می باشند. 
ناجفت، گياه  نشانگرهای  به ريزومانيا: در  مقاومت  اثر دز ژن 
مقاوم هموزيگوت )Rz1Rz1( با عدم حضور باند و گياه مقاوم 
به صورت   )rz1rz1( حساس  گياه  و   )Rz1rz1( هتروزيگوت 

حضور باند مشخص می شوند. با مقايسة بين نتايج آزمون الايزا 
از  را   )rz1rz1( حساس  گيا هان  می توان  مولكولی  آزمون  و 
نشانگر  داد.  تشخيص   )Rz1rz1( هتروزيگوت  مقاوم  گيا هان 
تركيب  از  كه  شده  شناسايی   Rz2 ژن  برای   AM2 ناجفت 
امكان  الايزا،  آزمون  نتايج  و  نشانگر  اين  به  مربوط  اطلاعات 
تفكيك ژنوتيپ های Rz2 Rz2  و Rz2 rz2 از يكديگر فراهم 
شد. بر اين اساس از تعداد كل بوته های مقاومی كه به وسيله 
هموزيگوت  بوته   5 گرفتند،  قرار  بررسی  مورد  نشانگر  اين 
نتايج آن در جدول  بودند. كه  بوته هتروزيگوت  غالب و 75 
3 ارائه شده است. همان طوری كه ملاحظه می گردد، ميانگين 
مقادير جذب الايزای ژنوتيپ های هتروزيگوت و هموزيگوت 

غالب فاقد تفاوت معنی دار می باشد. 
 

جدول3- نتايج تجزيه واريانس اثر دز ژنی

Table 3� Analysis of variance for gene dose effect

 میانگین مربعات
MS 

 درجه آزادي
df 

 منابع تغییرات
S. O. V. 

0.0041ns  1  ژنوتیپ Genotype 

0.0049ns  78  خطا Error 

 Total کل  79  
 ns: not significant                      غير معنی دار :ns

كامل  غالبيت  به صورت  را  هولی  ژن  اثر  همكاران  و  شولتن 
حاصل   F1 گياهان  تهيه  از  پس  كه  به طوری  آوردند  بدست 
تلاقی يك گياه كاملا حساس با يك گياه هموزيگوت مقاوم 
شرايط  تحت  ويروس  تجمع  مقدار  نظر  از  كه  گرفتند  نتيجه 
غالب  هموزيگوت  گياهان  با  هتروزيگوت   F1 گياهان  آلوده 
جذب ويروس يكسانی دارند و بدين ترتيب اثر دز ژن را تاييد 

 .)Scholten et al., 1996( نكردند
ناجفت  نشانگر  از داده های يك  استفاده  با  نوحی و همكاران 
F2 توانستند ژنوتيپ های  و مقادير جذب الايزا در يك توده 
و  نمودند  تفكيك  هتروزيگوت  از  را  غالب  هموزيگوت 
بدست  ژنوتيپ  دو  اين  برای  مشابه ای  الايزای  ميانگين جذب 
در  تاثيری   Rz1 ژن  دز  كه  گرفتند  نتيجه  ايشان  آوردند. 

با   .)Nouhi et al., 2009( ندارد  ريزومانيا  به  مقاومت  ميزان 
اين حال به نظر می رسد به علت آنكه در تحقيق ايشان تعداد 
افراد هموزيگوت غالب بر خلاف انتظار حدود دو برابر افراد 
هتروزيگوت بود )انتظار می رفت در يك جامعه F2 تعداد افراد 
هموزيگوت غالب نصف افراد هتروزيگوت باشد( شايد نتيجه 

گيری ايشان ناشی از اين مسئله بوده باشد. 

تشكر و قدردانی
 نويسندگان بر خود لازم می دانند از مديريت مؤسسه تحقيقات 
امكانات  نمودن  فراهم  به خاطر  بذر چغندرقند  تهيه  اصلاح و 

اين تحقيق تشكر و قدردانی نمايند. 
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