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ريزازديادی و انتخاب کلونهای کشت بافت چغندر قند

برای مقاومت به ريزومانيا از طريق آزمون الايزا

Micromultiplication and selection of culture clones of sugar beet
texture for resistance to rhizomania through ELIZA test

قاسم رضاعلی1، يمان نوروزی2، دانيال کهريزی3

چكيده

در اين تحقيق به منظور غربال ژنوتيپ های مقاوم به ريزومانيا، از كلون های حاصل از كشت بافت چغندر قند استفاده گرديد. برای اين كار، ابتدا 

ريز نمونه نقاط انتهايی ساقه گلدهنده چغندر قند پس از ضدعفونی سطحی به محيط رشد جوانه رويشی منتقل گرديد. سپس جوانه های رشد 

كرده به محيط های كشت حاوی تركيبات مختلف هورمونی IBA, BA,NAA و GA3 جهت تكثير، رشد و ريشه زائی جوانه منتقل شدند. 

كلونهای حاصل سپس به خاك انتقال داده شده و به شرايط محيطی گلخانه سازگار شدند. برای آزمايش تلقيح كلونها به منظور غربال آنها نسبت 

به بيماری ريزومانيا، تعدادی ژنوتيپ از كلون های سازگار شده انتخاب و با خاك آلوده به بيماری ريزومانيا تلقيح شدند. اين آزمايش در قالب 

طرح كاملا تصادفی با تكرارهای نامساوی اجرا گرديد. برای اين كار، گياهان سازگار شده از گلدان ها خارج شده و در گلدان جديد حاوی ماسه 

و خاك آلوده به ريزومانيا به نسبت 3:7 منتقل گرديدند. پس از 6 هفته از شروع تلقيح با خاك آلوده، به منظور تشخيص آلودگی ارقام به ويروس 

عامل بيماری و نيز تعيين ميزان آلودگی، آزمون الايزا به كار گرفته شد. اين آزمون به روش مستقيم)DAS- ELISA( انجام شد و اعداد قرائت 

شده الايزا به وسيله نرم افزار SAS مورد تجزيه آماری قر ار گرفتند. بين ژنوتيپ ها  تفاوت معنی دار مشاهده گرديد. درمقايسه ميانگين، به روش 

دانكن با نرم افزار SAS ونيز گروه بندی با نرم افزار SPSS ژنوتيپ ها دامنه ای ازحساسيت كامل تا مقاومت به ريزومانيا را نشان دادند، با توجه 

به آنكه در اين تحقيق. از كلون های مشابه ژنتيكی به عنوان تكرارهای درون هر تيمار)ژنوتيپ( استفاده گرديد بنابراين اختلافات درون ژنوتيپی 

صرفا محيطی است و در نتيجه اختلافات بين ژنوتيپ ها و نهايتا انتخاب بهترين ژنوتيپ با دقت بيشتری برآورد می گردد.
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مقدمه
در حال حاضر ريزومانيا )Rhizomania( از مهم ترين و مخرب 
بيماری های چغندر قند محسوب می شود كه خسارت  ترين 
آن معمولاً بيش از 30 درصد و در مواردي به 90 تا100درصد 
 .) Asher 1993 , Valkonen 2005( در ارقام حساس مي رسد
به طوري كه آلودگي شديد مزرعه، منجر به كاهش عملكرد به 
ميزان50 درصد يا بيشتر شده و درصد قند مي تواند از 16-18 
 .)Johnsson ,1985(درصد به كمتر از 10 درصد كاهش يابد
بيماري ريزومانيا در اغلب مناطق چغندر كاري اروپا، آسيا و 
آمريكا گزارش شده است)Hoeing , lennefors 2000(. در 
مزارع چغندر  در  بيماري  اين  سال 1374 وجود  در  هم  ايران 
قند استان فارس مشاهده و تا كنون از اكثر نقاط چغندر كاري 

كشور گزارش گرديده است )ايزدپناه و همكاران 1375(. 
عامل اين بيماري، ويروس زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقند 
Beet Necrotic Yellow Vein Virus) BNYVV( مي باشد كه 

 )Polymyxa betae keskin) توسط قارچ خ�اكزاد  پلی ميكزا
ب�ه چغندرقند منتقل مي گ�ردد )Tamada 1973-1975(. نظر به 
اينكه كنترل بيماري به روش هاي زراعي، شيميايي و بيولوژي 
چه از نظر اقتصادي و چه از نظر زيست محيطي و اجتماعي موثر 
نبوده و شدني نيست از اين رو اصلاح ارقام مقاوم به ريزومانيا از 

طريق برنامه هاي اصلاح نباتات كلاسيك و روش هاي پيشرفته 
مهندسی ژنتيك لازم می نمايد. به كارگيري كلون هاي حاصل 
از كشت بافت در اصلاح گرده افشان ها در مؤسسه تحقيقات 
اصلاح و تهيه بذر چغندرقند در چند سال اخير مورد توجه قرار 
گرفته است. از آنجايی كه در تهيه ارقام مقاوم به بيماری ها از 
جمله ريزومانيا نياز است كه ژنوتيپ های مقاوم ابتدا شناسايی 
گردند و سپس در تلاقی های مربوطه شركت نمايند لذا در اين 
تحقيق پس از تهيه و تكثير كلون های حاصل از كشت بافت 
در گياه چغندرقند با استفاده از روش های ارزيابی گلخانه ای، 
ابتدا كلون های سازگار شده به شرايط گلخانه با خاك آلوده به 
ريزومانيا تلقيح شده و سپس با استفاده از آزمون الايزا، غلظت 
ويروس در نمونه های گياهی اندازه گيری خواهد شد و بدين 

ترتيب ژنوتيپ های مقاوم شناسايی خواهند شد. در ادامه با حفظ 
و تكثير كلون های مقاوم و استفاده از آنها در مراحل اصلاحی 

چغندر قند منجر به توليد رقم مقاوم به ريزومانيا می شود.

 مواد و روش ها
مواد گياهی مورد استفاده در اين آزمايش ساقه های گلدهنده 
چغندر قند بود كه دارای والدين مقاوم نسبت به ريزومانيا می 
آزمايشگاه  مرسوم  روش  به  گلدهنده  های  ساقه  اين  باشند. 
كشت بافت ضد عفونی سطحی شده، سپس ساقه گلدهنده را 
به قطعات كوچك 2 تا 3 سانتيمتر جدا كرده و به محيط توليد 
و   BA تركيبات هورمونی  دارای   BIG و رشد جوانه رويشی 

IBA و GA3 به ترتيب با غلظت های 1 و 0/1و 0/2 ميلی گرم 

در ليتر  منتقل گرديدند. به منظور تكثير جوانه های حاصل از 
مرحله قبل پس از 2 تا 3 هفته جوانه های رشد يافته به محيط 
جديد BIN حاوی تركيبات هورمونی BA, NAA و IBA به 
ترتيب با غلظت های 0/5، 0/1 و 0/1 ميلی گرم در ليتر منتقل 
و پس از 2 تا 3 هفته گياهچه های باز زا شده جدا شده و به 
محيط MB فاقد هورمون جهت رشد طولی انتقال يافتند پس از 
رسيدن به ارتفاع 5 تا 7 سانتيمتر از محيط MB جدا و در محيط 
ريشه زايی يا NI با تركيبات هورمونی NAA و IBA با غلظت 

های 1/5 و 1/5 ميلی گرم در ليتر قرار داده شدند. 
پ���ايه ك��ليه محي��ط ك��شت های به ك��ار رف��ته MS پ���ايه 
(Murashing and Skoog 1962( حاوی ويتامين های محيط 

Gamborg and Ojima 1968) B5( به همراه 30 گرم در ليتر 

ليترآگار بوده و شرايط اتاقك رشد 16  ساكارز و 8 گرم در 
 5 تا   4 نوری  شدت  و  تاريكی  ساعت   8 و  روشنايی  ساعت 
پس  است.  بوده  گراد  سانتی  درجه   22 دمای  با  لوكس  هزار 
متری  سانتی   7 های  گلدان  به  و  گياهچه  شدن،  دار  ريشه  از 
محلول  با  و  انتقال  ماس  پيت  و  استريل  خاك   1:1 نسبت  با 
(Hoagland and Arnon 1950( آبياری گرديدند و  هوگلند 
مراحل سازگاری با شرايط محيطی را طی كردند. با اين روند 
از هر كلون به تعداد تكثير و از آنها گياه سازگار و رشد يافته 
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در گلخانه تهيه شد سپس 11 ژنوتيپ از اين كلون ها كه هر 
كدام حاصل از يك ساقه گلدهنده بودند به تعداد مورد نياز به 
تصادف انتخاب و در قالب طرح كاملا تصادفی نامتعادل اجرا 
گرديد. به اين صورت كه گياهان از گلدانها خارج و پس از 
شستشوی ريشه ها به خاك آلوده به ريزومانيا با نسبت 3:7 به 
ترتيب ماسه استريل و خاك آلوده منتقل و پس از 6 هفته از 
زمان تلقيح ريشه های گياهان را خارج كرده و پس از شستشو 
از  بعد  گرديدند.  نگهداری   -20°c در  مجزا  های  پاكت  در 
هرنمونه 0/1 گرم ريشه توزين و در 1/5 ميلی گرم بافر عصاره 
گيری الايزا با دستگاه له كن له شده و روند آزمون الايزا به 
روش DAS-ELISA انجام گرفت.در هر پليت چند نمونه گياه 

منفی  و  مثبت  كنترل  عنوان  به  آلوده  گياه  نمونه  و يك  سالم 
استفاده گرديد سپس مقادير جذب الايزا در 405 نانومتر بوسيله 
دستگاه الايزا قرائت گرديد. داده های الايزا پس از تبديل به 
روی  ها  داده  آناليز  ادامه  در  و  گرديده  نرمال   ln)OD×20(
 داده های تبديلی به روش تجزيه واريانس در قالب طرح كاملا
تصادفی نا متعادل )جدول 1( شامل 11 تيمار)همان ژنوتيپ های 
مورد بررسی نامعلوم برای آزمون مقاومت( و مقايسات ميانگين 
 SAS دانكن در سطح احتمال 1 درصد روی داده ها با نرم افزار

و گروه بندی ژنوتيپ ها توسط برنامه SPSS انجام گرفت.
 

نتايج و بحث
با توجه به تفاوت شدت واكنش الايزا در تست های مختلف و 
لزوم داشتن يك معيار برای تشخيص نمونه آلوده از نمونه سالم، 
هيل و جكسون فرمولی برای محاسبه حد آلودگی ارائه دادند 
كه در آن R: حد آلودگی، به اين صورت كه

و  منفی  به چاهكهای شاهد  مربوط  نور  ميانگين جذب   :
SD: انحراف م��عيار مي��زان ج��ذب نور در چ�اهكهای شاهد 

منفی است )Hill and Jackson,1984(. طبق اين فرمول آستانه 
ژنوتيپ  يعنی  محاسبه گرديد  تحقيق 0/121  اين  در  آلودگی 
هايی كه ميانگين جذب كمتر از اين حد را دارند كاملا سالم 
وجزء ژنوتيپ های مقاوم،می باشند. آناليزی كه روی مقادير 

جذب الايزا انجام شد اختلاف معنی دار در سطح احتمال يك 
درصد بين ژنوتيپ ها را نشان داد. كه مورد انتظار بود. اختلاف 
بين كلون هاي درون هر زنوتيپ ناشي از اثرات محيطي است 
غيرجنسي  تكثير  طريق  از  كه  ژنوتيپ  هر  هاي  كلون  زيرا 
كشت بافت به دست آمده اند داراي يك ژنوتيپ مي باشند.

در نتيجه اختلافات بين كلون هاي درون هر ژنوتيپ ناشي از 
با خاك آلوده،  تلقيح  اثر شرايط  اثرات محيطي است كه در 
انتقال و شرايط محيطی تكرار های مختلف و خطاهای  زمان 
آزمايشی در روند انجام آزمون الايزا می تواند باشد. با اين حال 
روند غربال ژنوتيپ ها از دقت بسيار بالايی برخوردار بود زيرا 
از هر ژنوتيپ چندين تكرار همسان ژنتيكی وجود داشته است 

كه با خاك آلوده تلقيح و ميزان مقاومت آن به صورت كمی 
مورد بررسی قرار گرفته است. جدول 2، مقايسات ميانگين ها 
بر اساس روش آزمون چند دامنه ای دانكن در سطح احتمال 
يك درصد را نشان می دهد. ميانگين داده های الايزای ژنوتيپها 
، به گروههای مختلف تقسيم بندی شدند كه اختلاف در سطح 
تا  حساس  از  را  ها  بندی  گروه  از  طيفی  درصد  يك  احتمال 
مقاوم در بين ژنوتيپها مشخص می نمايد. همچنين در مطالعات 
اميری و همكاران، لولن و همكاران (Lewellen, 1995( حدی 
بين گياهان حساس تا مقاوم تعييين گرديد كه دو برابر ميانگين 
جذب شاهد منفی می باشد. و ژنوتيپ هايی كه در اين آستانه 
قرار می گيرند جزء ژنوتيپ های متحمل قرار داده شدند زيرا 

طيفی از مقاومت را نشان می دهند.
 جزء ژنوتيپ های كاملا A طبق جدول 2 ژنوتيپ های گروه 
حساس قرار گرفته، B نيمه حساس، C نيمه متحمل، D متحمل 
قرار  مقاوم  كاملآ  های  ژنوتيپ  E جزء  های گروه  ژنوتيپ  و 
مقاوم  كاملا   7-SP ژنوتيپ  تحقيق  اين  در  پس  گرفتند. 
از  سطحی  با   SP-1 SP-5 , SP-10 ,SP-8  , های  ژنوتيپ  و 
مقاومت به عنوان متحمل و بقيه جزء ژنوتيپ ها نيمه حساس 
و كاملآ حساس قرار می گيرند نتايج مقايسه ميانگين به روش 
دانكن و مقايسه آن با نتايج تجزيه كلاستر)نمودار 1( نشان می 
SP-1,SP-3,SP-4,SP-5,SP-8 SP- های  ژنوتيپ  كه  دهد 
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ه���ای  ژن�وتي��پ  و  ري�زومانيا  بي��ماری  به  مقاوم   9،SP-10

ژنوتيپ  و  ريزومانيا  بيماری  به  ح�ساس   SP-11,SP-6,SP-2

SP-7كاملا مقاوم می باشند. نتايج اين تحقيق با توجه به ديپلوييد 

بودن ژنوتيپ ها، طيف وسيعی از مقادير جذب الايزا در ژنوتيپ 
های مختلف ديده شد كه می تواند به علت داشتن تعداد متفاوتی 

از آلكهای مقاومت يا اثر دز ژنی بوده كه مطابق با نتايج اميری و 
همكاران)2(، لولن و همكاران)9( می باشد. با استفاده از روش تهيه 
كلون به علت يكسان بودن ژنوتيپ ها در هركلون و تكرار آن از 
خطای حاصل از فرار از عامل تلقيح كاسته شده و غربال با دقت 
بيشتری نسبت به روش های مرسوم آزمايشگاهی اعمال می گردد.

جدول1- تجزيه واريانس داده های الايزا در قالب طرح كاملآ تصادفی با تكرارهای نا مساوی
Table 1. Analysis of variance of ELISA data in completely randomized design with in equal replicates

S.O.V منبع تغييراتdf درجه آزادیM.S ميانگين مربعات
Trentrent  56**/101تيمار

Error   560/033خطا
Total   66كل------

**معنی دار در سطح 0/01
Significant at 0.01 level------19  CV=/7%

جدول2- مقايسه ميانگين به روش دانكن در سطح احتمال 1% و گروهبندي ژنوتيپ ها از نظر مقاومت به بيماری ريزومانيا
 Table 2. Mean Comparison by Duncans method at 0.01 probability level and genotypes classification for resistance 
to rhizomania disease

مقايسه ميانگينها به روش دانكن در سطح احتمال 1 درصد
Comparison by duncken method surface 0/01

گروه بندي براساس روش دانكن
Grouping base on
Duncan method

گروهبندي بر اساس 
معيار

ميانگين ژنوتيپ
Mean genotype

تعداد نمونه
Number of 

samples

نام ژنوتيپ
name of 
genotype

0/1104Sp1-dمقاوممتحمل

0/243Sp2-bحساسنيمه حساس

0/1515Sp3—cمتحملنيمه متحمل

0/1586Sp4-cمتحملنيمه متحمل

0/1086Sp5-dمقاوممتحمل

0/2676Sp6-bحساسنيمه حساس

0/07310Sp7-eمقاومكاملامقاوم

0/09910Sp8-dمقاوممتحمل

0/0868Sp9-deمقاومنيمه مقاوم

0/1084Sp10-dمقاوممتحمل

0/37115Sp11-aحساسكاملاحساس

آستانه آلودگی0/121

0/180

0/270
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نمودار 1- دندرو گرام تجزيه خوشه ای
Table1- Cluster analysis dendrogram

سپاسگزاری:
بدين وسيله  از موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقند كرج كه هزينه های طرح را تقبل كردند كمال تشكر و قدردانی را 
دارم. همچنين از آقاي دكتر محمودي و خانم مهندس كاكوئي نژاد كه در آزمون هاي الايزا اينجانب را ياري نموده اند كمال تشكر 

مي گردد.

               
          شكل 1-اتاقك رشد جهت كنترل شرايط                                           شكل 2- گياه كشت بافتي ريشه دار شده چغندر قند 

     نوري و دمايي براي رشد بهينه ريزنمونه ها                                              در محيط IN آماده انتقال به گلدان 001 گرمي

Fig 2- Fibrous tissue culture plant of sugar beet in NI       Fig1- Growth room for control of light and temperature
   environment, ready for transfer to 100- gram vase.              conditions for optimal growth of microsamples.

شكل 3-انتقال گياهان ريشه دار يا فاقد ريشه چغندر قند از محيط كشت به گلدان هاي 001گرمي
Fig 3- Transfer of fibrous or root-less plants of sugar beet from culture environment to 100- gram vase.
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