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تواند نقش مهمی در کاهش ريزومانيا مهمترين بيماری چغندرقند در ايران و برخی از مناطق جهان است که می

ی مقاومت با هارديابی ژن. بهترين راهکار مقابله با اين بيماری استفاده از ارقام مقاوم است. عملکرد شکر داشته باشد

سازی يک نشانگر هدف از تحقيق حاضر، همسانه. نژادی ضروری استهای بهاستفاده از نشانگرهای مولکولی در برنامه

RAPD  پيوسته با ژنRz1  مقاومت به ريزومانيا و تبديل آن به نشانگر اختصاصیSCAR برای اين کار، ابتدا . بود

DNA های گياهی استخراج و سپس واکنشنمونه PCR  با استفاده از آغازگر مربوط به نشانگرRAPD  موردنظر

-سپس کلونی. سازی شدسازی و در ناقل پلاسميدی همسانهسپس قطعه مربوط به نشانگر جداسازی، خالص. انجام شد

با آزمون . يابی شده طراحی شدندآغازگرهای اختصاصی از قطعات توالی. يابی شدندهای نوترکيب انتخاب و توالی

اين نشانگر  .بدست آمد Rz1، تک باند اختصاصی برای نشانگر پيوسته به ژن PCRغازگرهای اختصاصی در واکنش آ

SCAR نامبه ZN1  نامگذاری شد و از اختصاصيت و تکرارپذيری بيشتری نسبت به نشانگرRAPD  اوليه خود

 SCARبدين ترتيب از نشانگر . اييد شدهای مختلف چغندرقند نيز تچندشکلی اين نشانگر در ژنوتيپ. برخوردار بود

های مقاوم به های اصلاحی گزينش به کمک نشانگر برای انتخاب بوتهمهتوان در برناحاصل از اين تحقيق می

 .برداری کردريزومانيا در چغندرقند بهره

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

-قند در جهان مي هکنندمیناچغندرقند یکي از دو محصول مهم ت

حدود )میلیون تن از تولید شکر جهاني  19سالانه بیش از  باشد و

میزان (. Mekki 2014)است خود اختصاص دادهرا به( درصد 13

هزار تن در  تولید شکر چغندرقند در داخل کشور حدود ششصد

 (.Anonymous 2014)است دهقبل بو سال زراعي

  کند ریزومانیاتهدید مي مهمترین بیماری که زراعت چغندرقند را

-این بیماری مي. استهکردباشد که زراعت این گیاه را مختل مي

ریزومانیا بیماری . صد محصول را از بین ببرددرتواند حتي تا صد

اقب آن متع .از فارس گزارش شد 1171اولین بار در ایران در سال 

د شبیماری از اکثر مناطق چغندرکاری کشور گزارش 

(Toodehfallah 2000.) 

BNYVVویروس عامل ریزومانیا یا  
  (Tamada 1975 ) توسط

 .(Keskin 1964)شود منتقل مي  نام پلي میکسا بتاهشبه قارچي ب

آلوده به  هتنها راه حفاظت محصول چغندر قند در مزرع 

BNYVV عمدتا دو ژن مقاومت به . است، کشت ارقام مقاوم

 ایزومانیا در چغندر قند شناسایي شده که از منابع مختلف منشر

 Mc Grann et)اند نامگذاری شده Rz2و  Rz1صورت هاند و بگرفته

al. 2009 .) ها در منابع گزارشي در مورد توالي این ژنتاکنون البته

ان نشانگر مشاهده نشده است که بتوان از آنها مستقیما به عنو

 .کردمولکولي استفاده 

های ارزیابي کلاسیك گززینش مقاومزت بزه    با توجه به آنکه روش

بیمززاری از نززوو فنززوتیهي بززوده و وابسززته بززه شززرایط محی ززي و  

کننده هستند و در فصل خاصي از سال انجام یکنواختي عامل آلوده

-کننده بزه نحزوی مزي   گیرند و نیز بعضي گیاهان از عامل آلودهمي

شزوند، از ایزن رو بزا اسزتفاده از     مي گریزند و به ظاهر مقاوم تلقي

-های مولکولي، به عنوان روش تکمیلي و یا جزایگزین مزي  روش

توان گیاهان دربردارنده ژن مقاومت را در س ح ژنوتیهي شناسزایي  

تواننزد ابززاری مفیزد    مي DNAبنابراین نشانگرهای مولکولي . کرد

جزویي در  قاوم باشزند و باعزص صزرفه   های مبرای انتخاب ژنوتیپ

 .(Norouzi 2007) ندشوزمان ارزیابي و افزایش دقت انتخاب 

                                                           
1
 Rhizomania 

2
 Beet necrotic yellow vein virus 

3
 Polymyxa betae keskin 

های مقاومت به بیماری ریزومانیا تحقیقات زیادی در ارتباط با ژن

BSAاز روش . انجام گرفته است
 برای شناسایي نشانگرهای  

RAPD
 Hollyژن مقاومت به ریزومانیا در منبع  هپیوسته ب  

 163از آنها . (Pelsey and Merdinoglu 1996)است شدهده استفا

نشانگر چندشکل  99در مجموو آغازگر  14 ،هآغازگر استفاده شد

برای  Rz1نام . بندی شدندطبقه هگروه پیوست 4ند که در کردتولید 

است  شدهپیشنهاد  WB42( های) برای ژن Rz2و نام  Hollyژن 

(Scholten et al. 1997, 1999) .در به ریزومانیا های مقاومت ژن

باشند و با ميغیرآللي و به صورت پیوسته  WB42و  Holly منابع

مشخص بررسي وراثت مقاومت به بیماری ریزومانیای چغندرقند 

کنترل ( Rz2) با یك ژن غالب WB42که مقاومت در منبع  شد

سانتي  11حدود  Hollyدر منبع  Rz1ن از ژن آشود و فاصله مي

 .(Amiri et al. 2003) باشديمورگان م

محققین با استفاده از چهار آنالوگ ژن مقاومت از چغندرقند به  

اند که هکردمشخص ( cZR-3وcZR-1 ،cZR-9 ، cZR-7)های نام

قرار داشته و همراه با جایگاه  1ها بر روی کروموزوم این آنالوگ

 .Lein et al)شوند ژن بزرگ اثر مقاومت به ریزومانیا تفکیك مي

با استفاده از روشي مشابه و با استفاده از نشانگر همچنین (. 2007

RAPDهای ، دو نشانگر به نامOF-09  جفت باز در  1113با اندازه

و دیگری  Rz1سانتي مورگان از ژن  77وضعیت جفت و فاصله 

OP-AN9  جفت باز در وضعیت ناجفت و با فاصله  633با اندازه

 .Nouhi et al)اند شناسایي شده Rz1 سانتي مورگان از ژن 7/11

حاصل از  F2در جمعیت  RAPDبا استفاده از تکنیك (. 2008

و چغندر یك ساله با منابع مقاومت  761عقیم  های نرتلاقي رگه

Holly  وWB42 موسوم )  یك نشانگر ناجفت با پیوستگي شدید

حاصل  Rz2برای مکان ژني ( سانتي مورگان 6/1با فاصله  AM2به 

و یك نشانگر جفت با پیوستگي کم برای مکان  WB42ز منبع ا

 .Amiri et al)است  مدهدست آه ب  Hollyحاصل از منبع Rz1ژني 

به ترتیب در  R2و  R1نشانگرهای همچنین با این تکنیك  .(2009

در فاز ناجفت و  Rz1سانتي مورگان از ژن  1/8و 17/7فواصل 

سانتي  1/77و  9/71به ترتیب در فواصل  C1وC4 نشانگرهای 

 Norouzi and)اند در فاز جفت شناسایي شده Rz1مورگان از ژن 

                                                           
4
 Bulk segegant analysis 

5
 Random amplified polymorphism DNA 
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Feghhi 2009 .)های تعیالبته نشانگرهای مذکور در سایر جم

-نوروزی، نتایج منتشر)اند اصلاحي و ارقام تجارتي تایید نشده

جفت پیوسته به ژن  RAPDیك نشانگر   Norouzi(2011) (.نشده

Rz1 (موسوم بهPN11  )که حضور آن در هیبریدهای  کردي یشناسا

. جدید معرفي شده در موسسه تحقیقات چغندرقند اثبات شد

های مقاوم به همچنین تکرارپذیری این نشانگر در اکثر ژنوتیپ

 .Stevanato et al. استتایید شده Hollyریزومانیا با منبع مقاومت 

وفق به م F2در یك جمعیت  BSAبا استفاده از روش  (2012)

پیوسته به ژن مقاومت به  SNPشناسایي چند نشانگر مولکولي 

. اندالبته توالي این نشانگرها را گزارش نکرده. ریزومانیا شدند

از نوو هم بارز بوده و قادر به تفکیك سه نوو  SNPنشانگرهای 

ژنوتیپ حساس، هتروزیگوت مقاوم و هموزیگوت مقاوم به 

 . باشندریزومانیا از یکدیگر مي

های عمده تحقیقات مولکولي چغندرقند در جهان در شرکت

گیرد و اطلاعات این نشانگرها در خصوصي تولید بذر صورت مي

باشد، لذا مقالات و منابع جدید ها ميمالکیت معنوی آن شرکت

در این زمینه زیاد نبوده و در دسترس عموم محققان قرار ندارد که 

 .برداری کرداز آنها بهره بتوان به آنها استناد داده و یا

پیوسته PN11  سازی نشانگر رپیدهدف از تحقیق حاضر، همسانه

 مقاومت به ریزومانیا و تبدیل آن به نشانگر اسکار Rz1با ژن 

(SCAR
MAS) کمك نشانگرجهت استفاده در گزینش به(  

  )

های اصلاحي ها و تودهبرای ارزیابي مقاومت به ریزومانیا در لاین

 .باشدمي ندچغندرق

 

  هامواد و روش

 مواد گیاهي 

از منابع مقاوم به  Rz1های گوناگون چغندرقند حامل ژن  ژنوتیپ

از آنها استفاده  که برای آزمون مولکولي نشانگر ریزومانیا بودند

ها به همراه درصد حضور فهرست برخي از این ژنوتیپ. شد

 .استمشخص شده 1در جدول  ZN1نشانگر اسکار شده 

  DNAاستخراج

                                                           
1
 Sequenced characterized amplified region  

2
 Marker assisted selection 

 .انجزام شزد    .Dellaporta et al(1983)بزا روش  DNAاسزتخراج   

بززا اسززتفاده از دو روش   ياسززتخراج DNAت یززفیت و کیززکم

 .اسهکتروفتومتری و الکتروفورز در ژل آگارز مشخص شد

 PCR- RAPD آزمون مولکولي

 71در حجزم نهزایي    RAPDمراز بزرای انجزام   واکنش زنجیره پلي

در  DNAحجم مورد نیاز . ر واکنش انجام گرفتمیکرولیتر برای ه

 ng/μl71 ،1/7 میکرولیتزززر بزززا غل زززت   1/1یزززك واکزززنش، 

 8/1مزولار،  میلزي  dNTP  1/7میکرولیتر دو، 10X bufferمیکرولیتر

آغزازگر  میکرولیتر  یكمولار، میلي 71با غل ت  MgCl2میکرولیتر 

PN11  آنززیم  ( یك واحد) میکرولیتر 7/3، میکرومولار 1با غل ت

SmarTaq واکنش زنجیره پلزي . بوداز شرکت سیناکلون مراز پلي-

دقیقززه  1 شززاملدر دسززتگاه ترموسززایکلر بززا مراحززل زیززر   مززراز

°سازی اولیه درواسرشت
C 49 ،93  سزازی واسرشزته  چرخه شزامل 

°ثانیه در دمای  93به مدت 
C49 ثانیزه   93به مدت آغازگر ، اتصال

°در دمای 
C19 در دمای  ثانیه 83مدت به آغازگر ، توسعه°

C77  و

°ای توسعه نهایي در دمای دقیقه 13یك مرحله 
C77   برای تکمیزل

سززه  . طززول ق عززات تکثیززر شززده در واکززنش صززورت گرفززت

درصد با  7/1در ژل آگارز  RAPDمحصولات واکنش  الکتروفورز

برداری در ، رنگ آمیزی ژل در اتیدیوم بروماید و عک 133ولتاژ 

در نهایزت الگزوی نواربنزدی    . ز ژل انجام گرفزت دستگاه مستندسا

 .روی ژل مشخص شدنشانگر 

 طراحي آغازگر اختصاصي و  RAPDتعیین توالي محصول

، RAPDدر واکزنش  پ  از اطمینزان از تکثیزر ق عزه مزورد ن زر      

-Vivantis-GF]سازی محصول تکثیزر شزده توسزط کیزت     خالص

1,AMBICLEAN KIT(PCR& Gel) USER GUIDE Version 

-همسانه pTG19 – Tق عه مورد ن ر در پلاسمید . انجام شد [1.2

 Sambrook and (2001) ا اسزتفاده از روش بز  ه سو شده سازی

Russell  بهE. coli هزای حزاوی ق عزه    انتخاب کلون. انتقال یافت

 بزا تزوالي   M13بزا آغازگرهزای    Colony-PCRمورد ن زر توسزط   

 گشززتتززوالي برو  ʹAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3-ʹ5رفزت 

5ʹ-GAGCGGATAACAATTTCACA-3ʹ به کمزك   و همچنین

اسزتخراج پلاسزمید بزر مبنزای لیزز      . انجام گرفزت  RAPDآغازگر 

انجزام   (Sambrook and Russell 2001) ها به روش قلیایي باکتری

 سزازی شزده بزه   ق عزه همسزانه  به من ور تعیزین تزوالي،   . پذیرفت
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تزوالي ق عزه    تعیزین . ارسال شد( Bioneer Korea) شرکت بایونیر

. سازی شده با استفاده از آغازگرهای یونیورسال انجام شزد همسانه

دریافت شده جهزت طراحزي آغازگرهزای     از توالي محصول رپید

 . استفاده شد Oligo 5افزار نرمبا اختصاصي 

بررسي اختصاصیت آغازگرهای طراحي شده بر اساس ق عات بزه  

 RAPDدست آمده در 

آغازگرها، ابتدا آغازگرهای طراحزي   تبه من ور بررسي اختصاصی

بر اسزاس ق عزه بزه دسزت     ( ZN-1-Rو  ZN-1-Fموسوم به )شده 

مورد ارزیزابي   ای پلیمراززنجیرهدر واکنش  RAPDآمده از آزمون 

توالي آغازگرهزای اختصاصزي جهزت ثبزت درمقالزه      ) قرار گرفتند

نشزانگر  میکرولیتر بزرای   71در حجم نهایي  PCRواکنش (. نیامده

SCAR آمده موسوم به بدستZN1  انجزام گرفزت  به صورت زیر .

 با غل ت  الگو DNAیك میکرولیتر شامل ، PCRمخلوط واکنش 

ng/μl93 10، دو میکرولیترX buffer  یزك میکرولیتزر ، dNTP 1/7 

مزولار، یزك   میلزي  71با غل ت  MgCl2میکرولیتر  1/1مولار، میلي

 1و معکوس با غل ت میکرولیتر از هر یك از آغازگرهای مستقیم 

مزراز  پلي SmarTaqآنزیم ( یك واحد)میکرولیتر  7/3میکرومولار، 

بزرای   PCRشزرایط  . از شرکت سیناکلون بزرای هزر واکزنش بزود    

°سزازی اولیزه در  دقیقه واسرشزت  1 شامل ZN1نشانگر 
C 41 ،93 

°ثانیزه در دمزای    13بزه مزدت    سازیواسرشته چرخه شامل
C41 ،

°ثانیه در دمای  13به مدت آغازگر اتصال 
C18 بزه  آغازگر ، توسعه

°در دمای  ثانیه 93مدت 
C77   ای توسزعه  دقیقزه  13و یك مرحلزه

°نهایي در دمای 
C77      برای تکمیل طزول ق عزات تکثیزر شزده در

در ژل  PCRمحصزولات واکزنش    سه  الکتروفزورز . بودواکنش 

آمیزی ژل در اتیدیوم بروماید ، رنگ133درصد با ولتاژ  یكآگارز 

در نهایزت  . ساز ژل انجام گرفتبرداری در دستگاه مستندو عک 

 .روی ژل مشخص شد نشانگرالگوی 

 های مختلف چغندرقنددر ژنوتیپ SCARتایید نشانگر 

دست آمزده  ه ب ZN1به من ور بررسي تکرارپذیری و تایید نشانگر 

هزای  از چندین ژنوتیپ چغندرقند شزامل ارقزام تجزارتي و لایزن    

و یا فاقد آن ژن بودند  Rz1به ریزومانیا حامل ژن  مقاوم و حساس

های برای این کار تعدادی بوته از ژنوتیپ(. 1 جدول)استفاده شد 

مذکور به صورت جداگانه با جفت آغازگر اختصاصي مربزوط بزه   

هزا  آزمون و میزان حضور ایزن نشزانگر در ژنوتیزپ    ZN1نشانگر 

 .بررسي و مشخص شد
 

در تك ( 1شکل) PN11با نشانگر جفت  RAPDکولي آزمون مول

نشان داد که این  1جدول  م ابقهای منتخب های ژنوتیپبوته

با اندازه )ها دارای چند شکلي مورد انت ار نشانگر در اکثر ژنوتیپ

این نشانگر جفت با آلل . بوده است( جفت باز 1113تقریبي 

در اکثر تك بوتهبنابراین . شتمقاومت به ریزومانیا پیوستگي دا

مشاهده شد و در اکثر  Rz1rz1و یا  Rz1Rz1ژنوتیپ  های مقاوم

البته به علت . دیده نشد rz1rz1ژنوتیپ های حساس تك بوته

و در نتیجه احتمال نوترکیبي،  Rz1فاصله بین نشانگر مذکور با ژن 

های مقاوم فاقد باند نشانگر و تعداد کمي از تعداد کمي از بوته

این احتمال نوترکیبي . های حساس واجد باند نشانگر بودندهبوت

بین نشانگر و ژن هدف در واقع خ ایي است که از هر نشانگر 

 .قابل انت ار است

 
 به کار رفته در تحقیق Rz1های چغندر حامل ژن برخي از ژنوتیپ -1جدول

  نتايج و بحث

 ردیف نام ژنوتیپ نوو ژنوتیپ  ZN1درصد حضور نشانگر 

 Dorothea 1 رقم مقاوم 133

 Flores 7 رقم مقاوم 133

 Brejita 1 رقم مقاوم 47

 Pauletta 9 رقم مقاوم 84

 Jolgeh 1 رقم حساس 7

 Rasoul 6 رقم حساس 3

 SB-36 7 لاین اوتایپ مقاوم 133

 SBSI-005 8 هیبرید متحمل 11

 SBSI-006 4 هیبرید متحمل 71

 SBSI-007 13 هیبرید متحمل 19

 SBSI-016 11 لهیبرید متحم 96

 F-8714 17 توده اصلاحي 67

 F-8720 11 توده اصلاحي 79

 F-8726 19 توده اصلاحي 79

 F-8732 11 توده اصلاحي 73

 F-8734 16 توده اصلاحي 11

 F-8736 17 توده اصلاحي 13

 F-8738 18 توده اصلاحي 11

 F-8740 14 توده اصلاحي 98

 F-8769 73 توده اصلاحي 79
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در چند تك بوته  PN11الگوی الکتروفورزی مربوط به نشانگر رپید  -1شکل

 DNAنشانگر تعیین اندازه  (Rz1..Mاز یك ژنوتیپ در حال تفکیك ژن 

(Lambda DNA/ EcoRI+ HindIII Marker)1و  7های چاهك ؛) 

محصول رپید دو  (9و  1های چاهك ؛محصول رپید دو تك بوته حامل نشانگر

 .الگو DNAبدون  Master Mixمحصول  (1چاهك  ؛انگرتك بوته فاقد نش

 

 TA)در ناقل پلاسمیدی نشانگر  هسازی ق عپ  از همسانه

Cloning Kit) pTG19 /T های مستعد و انتقال به سلول

 LBني در محیط انتخابي وتعداد زیادی کل  E. coli(DH5α)باکتری

از  پ . مشاهده شد( سیلینآنتي بیوتیك آمهي mg/l 13حاوی )

 RAPDو نیز آغازگر  M13با آغازگرهای  PCRني وانجام کل

های مثبت که بیانگر وجود ق عه مورد نيوکلمربوط به نشانگر، 

ها بود انتخاب شدند و بر اساس شدت باند و عدم ن ر در آن

های مورد ن ر استخراج پلاسمید نيووجود باندهای اضافي، از کل

به  M13آغازگرهای  با جفت PCR کلوني محصول .انجام شد

جفت باز  1913حدود  صورت باند منفرد در اندازه مورد انت ار

. (7 شکل)ظاهر شد آگارز بر روی ژل   PN11برای نشانگر

به صورت باند  RAPDبا آغازگر  PCR کلوني محصولهمچنین 

 جفت باز برای نشانگر 1113حدود  منفرد در اندازه مورد انت ار

PN11  هایدیپلاسم. (1ل شک) هر شدظاآگارز بر روی ژل 

سازی های نوترکیب، که بیانگر همسانهنيواستخراج شده از کل

برای توالي ندمورد ن ر در ناقل بود RAPDق عه نشانگر موفق 

 .یابي ارسال شدند

 و طراحي آغازگرهای اختصاصي RAPDیابي نشانگرهای توالي

ابتدا با  Rz1پیوسته با ژن  RAPDدست آمده از نشانگر ه توالي ب

های در بانك ژن با تواليBLAST (NCBI )افزار استفاده از نرم

این توالي مربوط به بخشي از . مقایسه شد ردیف وموجود هم

سایر محققان نیز نشانگرهای  .چغندرقند بود 1کروموزوم شماره 

ه کردرا به این کروموزوم منتسب  Rz2و  Rz1های پیوسته با ژن

 .Barzen et al. 1997; Lein et al. 2007; Amiri et al)بودند 

پ  از تایید توالي نشانگر با استفاده از برنامه الیگو پنج (.  2009

نوکلئوتید  18طراحي آغازگرهای اختصاصي با اندازه حداقل 

 ZN1به نام  SCARبه  RAPDانجام گرفت و بدین ترتیب نشانگر 

مشخص  9 در شکل SCARبا این نشانگر  PCRنتایج . تبدیل شد

شود باند اختصاصي مربوط به همان ور که ملاح ه مي. شده است

 .است به دست آمدهجفت باز  133نشانگر با اندازه مورد انت ار 

 

 
در شش کلوني برداشت  M13با آغازگرهای  PCRنتیجه کلوني  -7شکل

در ناقل  Rz1سازی ق عه نشانگر رپید پیوسته با ژن شده جهت صحت همسانه

pTG19/T .M)  نشانگر تعیین اندازهDNA (Lambda DNA/ 

EcoRI+ HindIII Marker)های کلوني (6و  1، 7، 1های چاهك ؛

های فاقد ق عه کلوني (1و  9های چاهك ؛نوترکیب و حامل ق عه موردن ر

 .بدون افزودن کلوني Master Mixمحصول  (7چاهك  ؛موردن ر

 

 
ای رپید در سه کلوني برداشت شده با آغازگره PCRنتیجه کلوني  -1شکل

در ناقل  Rz1سازی ق عه نشانگر رپید پیوسته با ژن جهت صحت همسانه

pTG19/T .M)  نشانگر تعیین اندازهDNA (Lambda DNA/ 

EcoRI+ HindIII Marker)های نوترکیب و کلوني (7و  1های چاهك ؛

 .کلوني فاقد ق عه موردن ر (1چاهك  ؛حامل ق عه موردن ر

 

 
 

 

 

 M      1       2       3       4       5  

~1350 bp → 

 M     1    2   3   4    5     6     7  

~1450 bp → 

 M       1      2       3          

~1350 bp → 

 M     1    2   3   4    5     6     7  

 M       1      2       3          
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 مقاومت به ریزومانیا در چغندرقند  Rz1جفت پیوسته با ژن  SCARمقایسه نتایج سه نشانگر مولکولي  -7جدول

 درصد حضور نشانگر

 در ارقام مقاوم

 درصد حضور نشانگر

 در ارقام حساس

 توافق نشانگر درصد

 ایبا نتایج مقاومت مزرعه

 يیدرصد شناسا

 هاجمعیت

 تعداد جمعیت

 ي شدهیشناسا

 جمعیت عدادت

 آزمون شده
 ردیف نام نشانگر

84 17 76 59 65 110 PN1 1 
83 16 79 60 17 28 PN2 7 

92 2 90 95 54 57 ZN1 1 
 

 

 

 

 

 

 

   4                  -                     ZN1    20                       F-8734. 

: M                     DNA((Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker 

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

ZN1:500 bp 

 
 DNAنشانگر تعیین اندازه  ( F-8734.Mاز توده اصلاحي ( 73تا  1های شماره چاهك)تك بوته  73در  ZN1الگوی الکتروفورزی مربوط به نشانگر جفت  -9شکل

(Lambda DNA/ EcoRI+ HindIII Marker.) 

 

به  SCARجفت بازی اختصاصي نشانگر  133بر اساس ق عه 

های مقاوم و ، ارقام و لاین(9 شکل) PCRدست آمده در واکنش 

 . حساس به ریزومانیا تعیین خصوصیت شدند

 1های مذکور در جدول نتایج حضور این نشانگر در ژنوتیپ

قیقات گذشته وجود یك ژن بزرگ نتایج تح. استخلاصه شده

 Bazen et )است ید کردهیاثر برای ایجاد مقاومت به ریزومانیا را تا

al. 1992, 1997; Scholten et al. 1996, 1997, 1999; Amiri et 

al. 2003 .) که دو  ه شدهنشان دادقبلي نگارنده در تحقیقات

د در پیوستگي دارن Rz1که با ژن  PN2و  PN1نشانگر مولکولي 

 شوندهای ارقام تجارتي مقاوم دیده ميدرصد بوته 83بیش از 

(Norouzi et al. 2011). (2007) Lein et al.  چهار نشانگر

 F2مولکولي برای ژن مقاومت به ریزومانیا در دو جمعیت مختلف 

پلاسمها و ژرمولیکن این نشانگرها در ژنوتیپ. ندکردشناسایي 

 .Feghhi et al.سي و تایید نشدندبرر Rz1های مختلف واجد ژن 

تعدادی نشانگر پیوسته به ژن مقاومت به ریزومانیا معرفي  (2012)

این نشانگرها از نوو رپید با تکرارپذیری کمتر بوده و فقط . ندکرد

موردن ر ارتباط نزدیکي با ژن مقاومت  F2یابي در جمعیت مکان

قند بررسي ها و ارقام چغندراند و در سایر جمعیتنشان داده

با  SNPسه نشانگر مولکولي   .Stevanato et al(2012) .اندنشده

البته . ندکردپیوستگي زیاد به ژن مقاومت به ریزومانیا شناسایي 

باشد اطلاعات مربوط به توالي نشانگرهای مذکور در دسترس نمي

پلاسم موجود چغندرقند در تا بتوان تکرارپذیری آنها را در ژرم

های مولکولي با این حال بر اساس آزمون. کردکشور بررسي 

SNP های ارسال شده و مقایسه نتایج انجام شده بر روی ژنوتیپ

معرفي شده در تحقیق ) ZN1یافته آنها با نتایج نشانگر توسعه

با خ ای کمتری گیاهان  ZN1رسد نشانگر به ن ر مي( حاضر

نگر د و خ ای نوو اول نشاکنمقاوم را از حساس تفکیك مي

 SNPکمتر از  ZN1در ( های حساس ولي دارای باند نشانگربوته)

 Norouziهمچنین (. نوروزی، نتایج منتشر نشده)باشد مذکور مي

(2013)et al.  از یك نشانگر ناجفت برای بررسي اثر دز ژن

های ند و نتیجه گرفتند که ژنوتیپکردمقاومت به ریزومانیا استفاده 

 ها مقاومت بیشتری نشانهتروزیگوتهموزیگوت غالب نسبت به 

 .دهندمي

پیوسته با ژن مقاومت  SCARمقایسه نتایج تایید دو نشانگر جفت 

دست آمده در تحقیق قبلي ه ب PN2و  PN1به ریزومانیا موسوم به 

با نتایج حاصل از این تحقیق ( Norouzi et al. 2011)نگارنده 

که بر اساس نشان داد  7 جدول م ابق ZN1برای نشانگر جفت 

ای مربوط های مقاومت مزرعهدرصد توافق نتایج نشانگرها با داده

های اصلاحي و نیز درصد حضور نشانگرها ها در تودهبه تك بوته

با نسبت  ZN1در ارقام تجارتي حساس و مقاوم، نشانگر جفت 

 47ای و نسبت حضور درصد با نتایج مقاومت مزرعه 43توافق 

دست ه ترین نشانگر جفت بمقاوم مناسب درصد در ارقام تجارتي

 .باشدآمده مي

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

ZN1: 500 bp → 
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 گیری نتیجه

ترین و در  استفاده از ارقام مقاوم در کنترل هر بیماری یکي از ساده

برای شناسایي گیاهان . مبارزه است  ترین روش عین حال م مئن

های فنوتیهي در مزرعه و  مقاوم به ریزومانیا در چغندرقند روش

های ژنوتیهي با  ي مانند الایزا و نیز روشهای سرولوژیک روش

با توجه به آنکه . استفاده از نشانگرهای مولکولي وجود دارد

های ارزیابي کلاسیك گزینش مقاومت به بیماری از نوو  روش

-وابسته به شرایط محی ي و یکنواختي عامل آلوده فنوتیهي بوده و

و نیز گیرند  کننده هستند و در فصل خاصي از سال انجام مي

گریزند و به  کننده به نحوی ميبرخي از گیاهان از عامل آلوده

های  شوند، از این رو با استفاده از روش ظاهر مقاوم تلقي مي

توان گیاهان  مولکولي، به عنوان روش تکمیلي و یا جایگزین مي

در . کرددر بر دارنده ژن مقاومت را در س ح ژنوتیهي شناسایي 

 Rz1پیوسته با ژن  RAPDفت این تحقیق یك نشانگر ج

(Norouzi 2011 )یابي و سازی، تواليپ  از طي مراحل همسانه

به  SCARطراحي آغازگرهای اختصاصي تبدیل به یك نشانگر 

شد که از اختصاصیت و تکرارپذیری بیشتری نسبت به  ZN1نام

اولیه خود و نیز سایر نشانگرهای تاکنون شناسایي  RAPDنشانگر 

های این نشانگر در ژنوتیپ. شور برخوردار بودشده در داخل ک

های به طوری که در اکثر بوته. مختلف چغندرقند نیز تایید شد

های حساس باند مقاوم باند نشانگر وجود دارد و در اکثر بوته

بنابراین با ترکیب آغازگرهای یك نشانگر . شودنشانگر دیده نمي

ر تحقیق حاضر و آمده ددسته ب( پیوسته با آلل مقاومت)جفت 

در یك واکنش ( پیوسته با آل حساسیت)یك نشانگر ناجفت 

اقدام به شناسایي  SNPتوان مانند یك نشانگر مي PCRدوبلک  

هر یك از سه ژنوتیپ احتمالي برای جایگاه ژن مقاومت به 

های هیبرید های هموزیگوت مقاوم را در والدو بوته کردریزومانیا 

 ترتیب از نشانگربدین. یي و غربال کردتجارتي چغندرقند شناسا

ZN1 های اصلاحي توان در برنامهحاصل از این تحقیق مي

-گزینش به کمك نشانگر با دقتي بالا برای انتخاب ژنوتیهي بوته

برداری های مقاوم به بیماری ویروسي ریزومانیا در چغندرقند بهره

 .کرد

 سپاسگزاری

قیقات اصلاح و تهیه بذر بدینوسیله از مدیریت محترم موسسه تح

اند کمال هکردچغندرقند که امکانات اجرای این پژوهش را فراهم 
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