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  چکیده
 سه روش میکروسکوپی،  در چغندرقندP. betaeبه منظور طراحی یک سیستم تشخیصی و سنجش دقیق 

 با یکدیگر مقایسه ي ریزومانیاي چغندرقندعامل و ناقل بیمار به سرولوژیکی و مولکولی روي یک رقم حساس
پنج هفته پس . ابتدا رقم حساس رجینا در مخلوط مساوي از خاك آلوده و کمپوست در گلخانه کشت شد. شدند

آزمون الایزا با استفاده از آنتی بادي .  لاکتوفنل رنگ آمیزي شد-از کاشت، ریشه گیاهان در محلول اسید فوشین
براي این کار عصاره .  بهینه سازي شدP. betae ترانسفراز - اس-نوترکیب گلوتاتیوناختصاصی علیه پروتئین 

 ریشه گیاهان  درP. betaeحضور  . استفاده شدDAS- ELISAریشه بوته هاي سالم و آلوده تهیه و در آزمون 
آن ردیابی ودیوفورومیست ها و آغازگر اختصاصی م پلاسrDNAبا استفاده از تکثیر هم زمان منطقه اختصاصی 

نتایج .  هاي بوته هایی که در خاك آلوده بودند مشاهده شدک در ریشP. betaeوجود سیستوسورهاي . شد
نانومتر  405در طول موج میانگین جذب نوري . آزمون الایزا بوته هاي سالم و آلوده را از یکدیگر تفکیک نمود

به ترتیب ) کنترل مثبت(GST و ) کنترل منفی (BSA، پروتئین 75/0 بوته هاي آلوده ،126/0بوته هاي سالم در 
 rDNA جفت باز را در نمونه هاي آلوده مربوط به منطقه 170 و 454 دو قطعه PCRواکنش .  بود45/2و  0/ 11

 در P. betae به این ترتیب به نظر می رسد براي ردیابی سریع . را تکثیر کردP. betaeو نشانگر اختصاصی از 
 و براي ارزیابی مقاومت ژرم پلاسم چغندرقند PCRزبان هاي آن می توان از روش مبتنی بر چغندرقند و سایر می

  .از آزمون الایزا بهره برد
  . ITS ،ترانسفراز ، الایزا، پی سی آر - اس-ریزومانیا، گلوتاتیون : کلیديواژه هاي

                                                             
 09132907622:            تلفن                         فاطمه حسن زاده: نویسنده مسئول                     Email: f.hasanzadeh@srbiau.ac.ir  



 1391، حسن زاده و همکاران

 ١١٨

 مقدمه

 انگل Polymyxa betae پلاسمودیوفورید
 1فورومیست ها پلاسمودیو از ردهي خاکزياجبار
 محدود انیاسفناج خانواده اهانیگ به شتریب که است

 نکروتیک زردي هايویروس ناقل نیا. شودیم
 ،3چغندرقند خاکزاد ویروس ،2چغندرقند رگبرگ
 Q ویروس و 4چغندرقند خاکزاد موزائیک ویروس

 روسیو). Drycott, 2006 (باشدمی 5چغندرقند
 يماریبزردي نکروتیک رگبرگ چغندرقند عامل 

 Rush (است قندچغندر در) ریزومانیا (یی گناشهیر

et al., 2003(. نی مهمترایزومانیر حاضر حال در 
 Lennofers et(شود می محسوب چغندرقند يماریب

al., 2006 ( این  به يدی شدخسارت سالانهو
 نیابه طور معمول، . سازد ی وارد ممحصول صنعتی

 50 زانیبه م شهی منجر به کاهش عملکرد ريماریب
این  با لیو ،)Henry, 1996 (بیشتر شده ای  ودرصد
 شده گزارش زین محصول کامل رفتن نیب از وجود،
 P. betae اسپورهاي مقاوم). Lamey, 1992 (است

  به راحتیبمانند وباقی سال در خاك  25قادرند تا 
 و باد به مناطق يکشاورز ادوات ،ياریآب آب توسط
با .  (Rush et al., 2003)شوندمی منتقل مجاور

 کاربرد روش ،خاکزي بودن ناقل بیماريتوجه به 
شیمیایی و بیولوژیکی در مبارزه با آن  ،هاي زراعی

 لذا استفاده از ارقام موفقیت آمیز نبوده است،چندان 

                                                             
1 -Plasmodiophoromycetes 
2-Beet necrotic yellow vein virus 
3- Beet soil born virus 
4- Beet soil born mosaic virus 
5- Beet virus Q 

  ریزومانیابهترین راه مبارزه با بیماري، مقاوم
 اغلب. )Rush et al., 2006( محسوب می شود

 کشت جهان سراسر در که ،ریزومانیا به قاومم ارقام
 ویروس عامل به یژن تک مقاومت يدارا شوندیم
شکستن مقاومت تک ژنی توسط  .هستند يماریب

سویه هایی از ویروس از اروپا و آمریکا گزارش 
 جادیا به منظور. (Liu et al., 2007) شده است

 از استفاده ،ریزومانیا يماریب به  پایدارمقاومت
 ویروس عامل  نیزو P. betae مقاوم به يهاتیپژنو

 پیشنهاد شده است در تهیه رقم مقاوم بیماري
)Asher et al., 2008 (در انتقال و لهی وسنیتا به ا 

  و تکثیر آن در گیاهاهی به گBNYVV روسیورود و
 نیا برابر در یعیطب مقاومت.  شودجادیاختلال ا
 Betaد  ماننی وحشيهاگونه یبرخ در پروتیستا

patellaris گونهنیدر ا.  شده استمشاهده ، P. 

betaeلی قادر به تکمه،ی اولی آلودگجادی پس از ا 
). Barr et al., 1995 (باشدی خود نمزندگی چرخه

 جهت در موثر یعامل عنوان به تیوضع نیا
- یم نظر به یکاف ایزومانیر به یآلودگ از يریجلوگ
   .(Paul et al.,1992) رسد

 .P مقاومت ژرم پلاسم چغندر به ارزیابی

betaeبه یک سیستم تشخیص و سنجش دقیق ازی ن 
دارد تا بتوان در شرایط آلوده، گیاهانی که داراي 

 شناسایی را باشند پایینی از ناقل میزادمایهمیزان 
   .نمود

 منابع شناساییبراي  ابتدایی هاي بررسی
 شمارش بر مبتنی ،ناقل به مقاومت ژنتیکی
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 هاي بوته فرعی هاي ریشه در استراحتی ياسپورها
 میکروسکوپ توسط مستقیم مشاهده با چغندرقند
 اساس این بر). Paul et al., 1992( بود معکوس
 Procumbentes گروه در P. betae به مقاومت

)Paul et al.,1992; Barr et al., 1995 (و 
Corollinae )(Paul et al.,1992 در. شد گزارش 

 در کاهش با P. betae به مقاومت ها گروه این
 ارتباط در ها بوته هاي چه ریشه در ویروس غلظت

 P. betaeمطالعات ژنتیک مقاومت به . است بوده
 اساس بر چغندرقند مونوسومیک در لاین هاي

در ریشه ها با استفاده  استراحتی اسپورهاي شمارش
 به مقاومت هاي ژن که داد نشان از میکروسکوپ،

P. betae گروه در 8 و 4 هاي کروموزوم يرو  B. 

procumbentes )Paul et al., 1992 (کروموزوم و -

 B. patellaris  گروهدر 1/8 و 1/4 هومولوگ هاي
 پلی سرم آنتی). Mesbah et al., 1997( دارد قرار

 -اس -گلوتاتیون نیپروتئ برابر در شده تهیه کلونال
) P. betae) Kingnorth et al., 2003b 1ترانسفراز

 .B. vulgaris ssp  از2س شمارهاییأر غربال

maritima آزمون توسط را DAS- ELISA فراهم 
 به B. maritima از P. betae به تمقاوم .نمود

قند از طریق تلاقی کلاسیک انجام چغندرلاین هاي 
و نتایج نشان داد که سطح آلودگی به ویروس در 

ت مطالعا. لاین هاي چغندرقند کاهش یافته است
بیشتر با استفاده از نشانگرهاي مولکولی در 

                                                             
1 - Glutathione-S-transferase 
2 -Accession 

 دو مکان ژنی مقاومت ،هاي در حال تفرقجمعیت
 روي pb2 و pb1 را به نام هاي P.betaeبه 

 در چغندرقند 9 و 4 شماره هاي کروموزوم
 .P ردیابی ).Asher et al., 2008( شناسایی کرد

betae مبتنی و مولکولی هاي تکنیک از استفاده با 
 صورت به آلوده هاي بوته در نوکلئیک یداس بر

 از استفاه با پلیمراز اي زنجیره واکنش توسط کیفی
 Mutasa et( ناقل DNA اختصاصی نشانگر هاي

al., 1993 (توسط کمی صورت به و Real- Time 

PCR است شده انجام )Kingnorth et al., 

2003a .(  
 بر اساس P. betaeایران ردیابی  در

 ,.Jalali et al( سکوپی بوده استمشاهدات میکرو

در  P. betae ردیابیپژوهش حاضر، در  .)2009
 میکروسکوپی، هايروشا استفاده از بریشه گیاهان 

 .گرفتمورد مقایسه قرار سرولوژیکی و مولکولی 
 هی علیزا با استفاده از آنتی بادي اختصاصیآزمون الا

 .P ترانسفراز -سا -ونیگلوتات  نوترکیبنیپروتئ

betae، کمی نمودن میزان آلودگی به  جهتP. 

betae در ریشه گیاهان به منظور غربال بوته هاي 
 .Pردیابی سریع همچنین . شدبهینه سازي مقاوم 

betaeگیاهان آلوده با استفاده از   هاي ریشه در
 rDNAمنطقه آغازگرهاي اختصاصی 

 .P اختصاصی آغازگر پلاسمودیوفورومیست ها و

betae دش بررسی .  
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  ها روش و مواد
 در ریشه P. betae یکروسکوپیم ردیابی

  چغندرقند
 از خاك مزرعه آلوده به  ابتدابدین منظور،

خاك . بیماري ریزومانیا از فارس نمونه برداري شد
 استریل مخلوط تآلوده با نسبت مساوي با کمپوس

رقم حساس رجینا  هفته اي چهارشد و بوته هاي 
 ریشه هاي پس از پنج هفته. انتقال یافتند آن به

 دقیقه درون آب 10مربوط به هر نمونه به مدت 
 . تا بقایاي خاك کاملاً از آنها جدا گرددقرار گرفتند

 لاکتوفنل - ریشه ها در محلول اسید فوشینسپس
 از . شدند به مدت یک دقیقه جوشاندهپنج درصد

شد جدا متري  سانتی 5/0 قطعه 10 ،هر نمونه ریشه
 .م میکروسکوپ قرار گرفتروي لابر و 

 Nikon کروسکوپیمتوسط   قارچ يستوسورهایس

 ردیابی شدند  40Xییبزرگنما  باE800 مدل
)Mesbah et al., 1997.(  
  

  چغندرقند ریشه در P. betae سرولوژیکی ردیابی
 بادي آنتی از استفاده با روش این در
 GST  نوترکیبپروتئین علیه بر اختصاصی

 فارس زرقان جدایه P. betae پلاسمودیوفورید
 يژبیوتکنولو پژوهشکده توسط شده تهیه(

 دو ساندویچ روش به الایزا آزمون ،)کرج کشاورزي
صفرپور و  روش مطابق) DAS- ELISA (طرفه

 با تغییرات )Safarpour et al., 2012 (همکاران
 یک هر به دارنشان غیر باديآنتی. شد انجام اندکی

 ،500/1 هايرقت در االایز پلیت هايچاهک از
 میکرولیتر 100 میزان به و 2000/1 و 1000/1
 skim milk-PBS با کردن بلاك مرحله .شد اضافه

 انجام C 37°  در ساعت 2 مدت به درصد دو
 با چغندرقند سالم و آلوده هايریشه سپس. گرفت
 PBS ،20توئین شامل( گیريعصاره بافر از استفاده

 از میکرولیتر یکصد. شدند گیري عصاره )PVP و
 در منفی و مثبت شاهد همراه به نمونه هر عصاره
 شب یک مدت به پلیت و شد بارگذاري ها چاهک

 با پلیت شويوشست از پس. گرفت قرار C 4° در
PBS-T، رقت در دارنشان ايهمسانه چند باديآنتی 

 سه مدت براي پلیت و شد اضافه 1000 به 1
 وشو،شست از سپ. گرفت قرار C 37° در ساعت

 ها چاهک به فسفات فنیل پارانیترو سوبستراي
 طول در ساعت یک از بعد رنگی واکنش و اضافه
 الایزا گرقرائت دستگاه توسط نانومتر 405 موج

  .شد گیري اندازه
  

   چغندرقندشهیدر رP. betae   مولکولیردیابی
از ریشه هاي خشک DNA استخراج ابتدا 
 Mutasa)  ستفاده از روشبا ا) شاهد( آلوده و سالم

et al., 2000) سپس .انجام شد  اندکیبا تغییرات 
 از استفاده با) PCR (پلیمراز ايزنجیره واکنش
 از ناحیه دو به مربوط اختصاصی آغازگرهاي جفت
DNAپروتیستاي  ي P. betae )دو به )1جدول 

 واکنش. شد بهینه سازي همزمان و جداگانه صورت
Duplex- PCR 2 شامل میکرولیتر 20 حجم در 
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  میکرولیتر PCR) X10(، 2 بافر میکرولیتر
) mM25(MgCl2، 6/1 میکرولیتر dNTPs 
)mM10(، 1 آغازگر از هر چهار میکرولیتر 
)ng30(، 2/0 آنزیم از میکرولیتر Taq DNA 

Polymerase، 1 میکرولیتر DNA 2/9 و الگو 
 دستگاه در واکنش. شد انجام مقطر آب میکرولیتر

 C° 95در دقیقه 5 شامل دمایی برنامه با سایکلرترمو
 براي C° 55 ،ثانیه 40 مدت به 95 ° چرخه، 37 و
 گسترش مرحله و دقیقه 1 مدت به C° 72 دقیقه، 1

. شد انجام دقیقه 10 مدت به C°72 در نهایی
 با همراه یک درصد آگارز ژل روي PCR محصول

   .شد الکتروفورز 100 ولتاژ با و )TBE) X1 بافر
  

 نتایج 

  مشاهدات میکروسکوپی
در ریشه هاي فرعی بوته هاي چغندرقند بعد از         
پنج هفته که در خاك آلوده بودند اسـپورهاي مقـاوم      

P. betae  ــشاهده شــد اســپورهاي ). 1شــکل( م
 تـایی بـا     5 تـا    2استراحتی به صورت ردیـف هـاي        

 عدد در سلول هـاي بافـت     200 تا   5فراوانی زیاد از    
دســتجات اســپورهاي   . داپیــدرم مــشاهده شــدن   

در ریــشه بوتـه هــایی کــه در   P. betaeاسـتراحتی  
   .خاك سالم کشت شده بودند ردیابی نشد

  
  نتایج الایزا 

آزمون الایزا با استفاده از آنتی بادي تولید شـده          
 2000/1 تـا رقـت    P. betaeبر علیه جدایه ایرانـی  

 GSTهــاي در ایــن آزمــون از پــروتئین. انجـام شــد 
 به ترتیب به عنوان کنترل مثبـت و   BSAنوترکیب و   

 میکروگرم در میلی لیتـر اسـتفاده        10منفی با غلظت    
 P. betaeتفکیک بوته هاي چغندرقند آلوده به . شد

از بوته هاي سالم پس از اندازه گیري میـزان جـذب           
ــوري  ــد   ) OD(ن ــبه ح ــالم و محاس ــاي س ــه ه بوت

مؤیـد نتـایج    )Delfosse et al., 2000(اسـتاندارد  
ــ ــکوپی و   حاص ــاي میکروس ــل روش ه ل از مراح

میزان جذب نوري نمونه هـا در طـول   . مولکولی بود 
همچنانکـه  .  آمده است  2 نانومتر در شکل     405موج  

 مـشخص اسـت میـزان جـذب نـور در            2در شکل   
ــت  ــاهد مثب ــب (ش ــروتئین نوترکی ــه ) GSTپ از هم

میـانگین جـذب    .  برابر شاهد منفی است    22بیشتر و   
   . بوده است75/0ه نوري بوته هاي آلود

  
 و منطقه اختصاصی rDNAتکثیر همزمان منطقه 

P. betae توسط PCR 

 به PCRپس از بهینه سازي اجزاي واکنش 
 PCRصورت جداگانه براي هر دو منطقه تکثیري، 

همزمان دو منطقه تکثیري نیز باندهاي مورد نظر را 
 تایید P. betaeتکثیر کرد و آلودگی ریشه ها به 

 ITS1, 5.8s, ITS2 شامل  rDNAمنطقه باند . شد
 بود و باند نشانگر bp454  برابر P. betaeدر 

  ).3شکل (بود  bp 170  شاملP. betaeاختصاصی 
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 .Duplex- PCR توالی آغازگرهاي مورد استفاده در آزمون -1جدول
Table 1- The sequences of primers used in Duplex PCR. 

 منبع
Reference  

 PCR محصول
PCR 

products 
(bp)  

 توالی آغازگرها
Primers sequence  

 ناحیه ژنی
 Gene Region 

  
Legreve, 
A(2003) 

454 Psp1: 5'TAGACGCAGGTCATCAACCT- 3' 
Psp2rev:5'-GGGCTCTCGAAAGCGCAA- 3' 

ITS1, 5.8s, ITS2 

Meunier, 
A(2003) 

170  PB4: 5'- CAAAGGCCTGAAATCATCTAAC-3' 
PB4rev: 5'- GATGGCCCAATTCCTTACAC-3' 

P. betae repetitive 
EcoRI like fragment  

 
 ).Cystosori( به صورت تجمعی P. betae اسپورهاي مقاوم -1شکل 

Figure 1- Resting spores of P. betae in form of Cystosori. 
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Sugar beet healthy roots

Recombinant protein

Sugar beet infected roots

BSA protein

  
همه نمونه ها در سه تکرار مورد .  در آزمون الایزاP. betae فاقد  میزان جذب نور عصاره ریشه گیاهان حاوي و-2 شکل

 .آزمایش قرار گرفتند
Figure 3- Optical Density of sap root extracts of the plants containing Polymyxa betae and 
free of P. betae in ELISA test. All of samples were tested in three replications. 
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 . در ریشه هاي آلوده به آنP. betaeاختصاصی  bp 170می و  منطقه ریبوزوbp454  الگوي باند اختصاصی - 3شکل

 کنترل 7 نمونه شاهد سالم، ردیف 6نمونه هاي آلوده، ردیف   درP. betae تکثیر همزمان دو باند اختصاصی 1-5ردیف 
 .P تکثیر جداگانه منطقه اختصاصی 11-12 کنترل منفی، ردیف 10 تکثیر جداگانه منطقه ریبوزومی، ردیف8-9منفی، ردیف 

betae . کنترل منفی و 13ردیف M نشانگر اندازه استاندارد.  
Figure 4- Banding pattern of specific fragments of 454bp and 170bp relating to r DNA and 
specific regions of P. betae in infected roots. Lane(1-5): Simultaneous amplification of two 
specific band of P. betae in infected samples.Lane 6: Health control,lane 7: Negative control, 
lane 8-9: Amplification of r DNA region, lane 10: Negative control, lane 11-12: 
Amplification of specific region of P. betae, lane 13: Negative control and M: standard 
molecular weight.  

 
  بحث

بیماري ریزومانیـا مهمتـرین بیمـاري چغنـدر      
 Pavli(  و دنیـا )Darabi et al., 2003( قند در ایران

et al., 2011( محـدودیت دسترسـی بـه    . باشـد  مـی
منابع ژنتیکی بـراي ایجـاد مقاومـت علیـه ویـروس            

هـا در   عامل این بیماري از جملـه مهمتـرین چـالش         
بـا  . )Lie et al., 2007( مقابله با این بیمـاري اسـت  

 بـا   توجه به اینکه انتقال طبیعی این بیماري منحـصراً        
ــیP. betae  پلاســمودیوفورید ــذیردصــورت م  پ

)Vector-lubicz et al., 2007(، جلوگیري از ورود 

 کـاهش  يتوانـد از جملـه راهکارهـا   ناقل به گیاه می   
 در مزارع و مناطق چغندرکاري بـه        گسترش بیماري 

   .)McGrann et al., 2009( حساب آید
علاوه بر ایـن شناسـایی مـزارع حـاوي و یـا          

 و میزبان هـاي دیگـر ناقـل از جملـه     P. betaeفاقد 
علف هاي هرز مزارع در مـدیریت بیمـاري اهمیـت       

جهــت . )Mohanna et al., 2008( ویـژه اي دارد 
یــا ژرم   در مـزارع، میزبــان هـا و  P. betaeردیـابی  

 و  دقیـق ردیـابی پلاسم مقـاوم نیـاز بـه روش هـاي           
هـاي مختلفـی از   تا به حال روش. سریع آن می باشد 
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، DNA (Mutasa et al., 1993)قبیل هیبریداسـیون  
PCR1 کمــی (Ward et al., 2004)هــاي  و روش

 بـراي  (Kingsnorth et al., 2003b) 2سـرولوژیکی 
تشخیص، بررسی کمـی میـزان آلـودگی و ارزیـابی            

. ست ااستفاده شده P. betae پروتیستايمقاومت به 
، قابلیـت   DNAروش هاي مبتنـی بـر هیبریداسـیون         

ــایی  ــاهP. betaeشناس ــند   را در گی ــی باش  دارا م
(Mutasa et al., 1993) اما این روش ها به تنهایی ،

بـه  . نیـستند  در گیـاه     آنقادر به تعیین میـزان کمـی        
 این روش ها نمی توانند زنده یا مـرده بـودن            ،علاوه

P. betae را تعیین کنند .  
ــراي آلــــودگی بــــا  ایــــن  وضــــعیت بــ

ــمودیوفورید ــرا  P. betae پلاس ــت، زی ــاتی اس  حی
زئوسپورها قادر بـه ایجـاد آلـودگی اولیـه در ریـشه        

 ,.Barr et al)هاي گیاهان مقاوم و حساس هـستند  

روش هاي سرولوژیکی امروزه بـه صـورت    . (1995
عوامـل بیمـاریزاي گیـاهی و       متداول براي شناسایی    
عوامل بیماریزا مـورد اسـتفاده   بررسی میزان زاد مایه     

ها قابلیت ارزیابی کمـی و      این روش  .قرار می گیرند  
 را داشـته و نیـازي بـه تجهیـزات            هـا  کیفی پروتئین 

ــد  ,.Mutasa et al( پیــشرفته آزمایــشگاهی ندارن

2000(.  
 در این تحقیق سعی شد تا با استفاده از سـه           

ــولی روش  میکروســـکوپی، ســـرولوژیکی و مولکـ
دم حـضور و همچنـین میـزان کمـی       حضور و یا ع ـ   

                                                             
1 - Quantitative PCR 
2 - Serological method 

 . مورد بررسـی قـرار گیـرد       ریشه گیاهان  در   بیمارگر
ــی ــکوپی، بررس ــوژي میکروس ــپورهاي مورفول  اس
 ریـشه  آمیـزي  رنـگ  اسـاس  بر P. betae استراحتی

 سـایر   نتـایج  بـا  میکروسـکوپی  مـشاهدات  و هـا چه
 Izadpanah et al., 1996; Mesbah et( محققـین 

al., 1997; Jalali et al., 2009(  داشـت  مطابقـت .
 شـده  مشاهده استراحتی اسپورهاي هاي دسته تعداد

P. betae  نـامنظم  مختلـف  اشـکال  بـه )irregular 

clusters(   ياهیچند لا  و )Multiple( چـه  ریشه در 
 اسـپورهاي  چنـد  هـر . شـد  مشاهده چغندرقند هاي

 پلاسمودیوفورومیـــست هــاي  جـــنس اســتراحتی 
 آرایـش  و تیـب تر امـا  ندارند مشخصی خصوصیات

 ,Braselton( اسـت  مفید ها جنس تفکیک در هاآن

 هـاي اسپور خانواده این هاي جنس دیگر در. )1995
 هـاي  تـوده  تهـی،  هـاي  گـوي  صورت به استراحتی
. )Dick, 2001( شـود  مـی  دیده منفرد یا و اسفنجی
 شناســایی جهــت نــوري میکروســکوپ از اســتفاده

 سـاده  روشـی  چنـد  هر P. betae پلاسمودیوفورید
 پـاره  دلیـل  به اما  است ناقل پایدار فرم دههمشا براي

 نابـالغ  هاي فرم ندیدن جمله از ها محدودیت از اي
ــک و ــبه کوچـ ــارچ شـ ــدم و قـ ــایز عـ ــین تمـ  بـ

-قـارچ  سایر  با مقاوم اسپورهاي و ها زئوسپورانژیوم

  .است برزمان و اطمینان قابل غیر ها
 بعنـوان    ترانـسفراز  - اس -گلوتاتیونپروتئین   

یک فرآورده قارچی موجود در تمامی حالت رشدي        
ــپورهاي   ــپورانژیوم و اسـ ــپور، اسـ ــل زئوسـ از قبیـ

-باشد، مـی    ایمونوژن قوي نیز می     یک استراحتی که 



 )1391 پاییز و زمستان، 2، شماره 4دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 ١٢٥

 مناسب جهـت شناسـایی      ايتواند بعنوان یک کاندید   
P. betae  اسـتفاده گـردد  Mutasa et al., 2000) .(

 ـ           ،لذا ادي  ردیابی سـرولوژیکی بـا اسـتفاده از آنتـی ب
اختصاصی این پروتئین و همچنـین آزمـون الایـزاي          
  کمی براي شناسایی بوته هاي حـساس و مقـاوم بـه           

 P. betaeدر چغندرقنــد بــراي اولــین بــار توســط  
Asher et al. )2008 (  بررسـی   ایـن  در .انجام شـد

بـا   کمـی  الایزاي  سیستم  بار در ایران   اولین براي نیز
 برابـر  در P. betae اختـصاصی  سرم آنتی استفاده از

 شناسایی جهت  ترانسفراز - اس -گلوتاتیون پروتئین
P.betae سازي بهینه چغندرقند آلوده هاي ریشه در 

به نظـر مـی رسـد مـی تـوان از ایـن روش در                . شد
 P. betae غربال مقاومت ژرم پلاسم چغندرقنـد بـه  

   .بهره برد
 مبتنـی  و مولکولی هاي روش از استفاده بنابراین

 قابـل  و دقیـق  و سـریع  روشـی  نـوان ع بـه  PCR بر
 در ناقـل  حضور عدم یا و حضور تایید جهت اعتماد
 و هـرز  هـاي  علـف   ریـشه  همچنین و آلوده گیاهان
ــان ــاي میزب ــه ه ــیه P.betae ثانوی ــود مــی توص . ش

Muhanna et al. )2008 (یابی ـجهت رد P. betae 
 -RTاز  هرز تک لپـه و دو لپـه   ي علف هاشهیدر ر

PCRآن ها وجود جی نتا استفاده کردند P. betae را 
 هرز تک لپه و دو لپه مـزارع         ي از علف ها   یدر برخ 

 در مطالعـــه پـــراکنش و . کـــرددییـــچغندرقنـــد تا
اپیدمیولوژي بیماري ریزومانیا نیاز به بررسـی ریـشه         

 ردیـابی   . مزارع چغندرقند می باشـد      هرز يعلف ها 
 کی نکروت يا حذف قسمت ه   میکروسکوپی به دلیل  

 ـ کـه هـم و     زمان شستشو  در    ها شهیر  و هـم    روسی
. اسـت دارند با مـشکل مواجـه       حضور  ناقل در آنجا    

 ي هـا شهی ـ در رP. betae ی مولکولیابی ردنیبنا برا
  . به راحتی امکان پذیر است ي هرز علف هایفرع

ــن در ــق ای ــایج تحقی ــل نت ــنش از حاص  واک
ــره ــراز پلــی اي زنجی ــا م  آغازگرهــاي از اســتفاده ب

 اي قطعـه  آلوده هاي نمونه در P. betae اختصاصی
 Meunier نتـایج  با که کرد تکثیر را bp170 طول با

et al. )2003 (همچنین آغازگرهاي . داشت مطابقت
 پلاسمودیوفورومیـست هـا     rDNAمربوط به ناحیـه     

  قطعه اي بـه طـول  P. betaeهاي آلوده به در نمونه

bp454   را تکثیر کرد که بـا نتـایج Legreve et al.  
 چنـد روش هاي مولکولی هـر       .کسان بود  ی )2003(

 بیمـارگر  روش هایی با حساسیت بالا در تـشخیص       
 ها محسوب مـی شـوند امـا قـادر بـه کمـی کـردن                 

 Real Time- PCRروش کمـی  .  ها نیستندبیمارگر
ــشخیص   ــراي ت ــایی   P.betaeب ــت شناس ــا قابلی  ب

 اختـصاصی قـارچ در گیاهـان آلـوده          1هايرونوشت
ختـصاصی و حـساس در       ا بعنوان یـک روش کـاملاً     

 ,.Kingnorth et al(مطالعات کمی مناسب میباشـد  

2003a; Ward et al., 2004(    امـا اسـتفاده از ایـن ،
- و پیشرفته مـی  قیمتروش مستلزم تجهیزات گران   

 .باشد

                                                             
1 - Transcripts 
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Abstract 

In order to design a precise diagnostic and quantitative system to detect of P. betae in sugar 
beet roots, three procedures including microscopical, serological and molecular methods were 
compared on a sugar beet cultivar susceptible to causal agent and vector of rhizomania disease. 
At first, susceptible cultivar Regina was cultivated in infested soil in greenhouse condition. After 
5 weeks, roots of plants were stained with fuchsin- acid- lactophenol solution. Quantitative 
ELISA test was optimized with specific antiserum against recombinant protein glutathione s- 
transferase (GST) of P. betae. Running ELISA test, extracts of health and infected plants were 
prepared and used in DAS- ELISA test. Presence of P. betae in roots of plants was detected with 
amplification of rDNA of Plasmodiophoromycetes and P. betae species, simultaneously. 
Existence of cystosori of P. betae was observed in all of the plants planting in infested soil. 
Results of ELISA test were distinguished healthy plants from infected plants. Average of optical 
density at 405 nanometer for healthy plants, infected plants, protein PBS (negative control) and 
GST (positive control) was 0.126, 0.75, 0.11 and 2.45 respectively. Duplex PCR method was 
amplified two fragments of 454bp and 170bp in infected samples relating to rDNA region and 
specific region of the P. betae, respectively. Based on the results, it seems that, rapid detection 
and identification of P. betae in sugar beet and other hosts of the vector could be done on the 
basis of PCR method. Evaluating of resistance germplasm of sugar beet to P. betae could be 
recognized using quantitative ELISA tests.  
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