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  مولكولي پيوسته با ژن مقاومت به هاينشانگرتكرارپذيري برخي 

  ).Beta vulgaris L( چغندرقندژنوتيپ هاي در ) Rz1( ريزومانيا

 
  

  و 3واحدي. ، س3اوراضي زاده .ر. ، م3كاكوئي نژاد.، م3آقائي زاده .، م2محمودي .ب .، س1نوروزي .پ

 4فتحي .ر. م
 
 
 
 
 

  چكيده

رين بيماري چغندرقند در ايران و برخي از مناطق جهان است كه مي تواند نقش مهمي در ريزومانيا مهمت     

رديابي . بيماري استفاده از ارقام مقاوم استاين مقابله با بهترين راهكار . كاهش عملكرد شكر داشته باشد

در اين تحقيق . استضروري  نژادي بهژن هاي مقاومت با استفاده از نشانگرهاي مولكولي در برنامه هاي 

كه از چندين توده اصلاحي و رقم تجارتي چغندرقند  ،نشانگر مولكولي جفتنه براي تاييد و تكرارپذيري 

براي اين منظور از داده هاي موجود الايزا مربوط به ارزيابي . دشاستفاده بودند  Rz1ژن مقاومت  حامل

براي آزمون مولكولي، نمونه هاي . دشده گلخانه اي مقاومت به ريزومانيا در چندين توده اصلاحي استفا

با كمك آغازگرهاي  PCR و RAPD، آزمون DNAبرگي از گياهان مورد نظر جداسازي و پس از استخراج 

روي ژل آگارز الكتروفورز شده و پس  PCR و RAPDمحصولات . مرتبط با نشانگرهاي مورد نظر انجام گرفت

درصد . دشاهده و به حضور و عدم حضور نشانگر امتياز دهي مربوط به نشانگرها مش نتايج ،از رنگ آميزي

توافق نتايج نشانگرها با داده هاي الايزاي مربوط به تك بوته ها در توده هاي اصلاحي و نيز درصد حضور 

نشان داد كه از ميان  مقايسه بين نتايج الايزا و آزمون مولكولي. نشانگرها در ارقام تجارتي محاسبه گرديد

به ترتيب با نسبت   PN2 و PN1 موسوم به  )نشانگر پيوسته با آلل مقاومت(نشانگر جفت  دو، نشانگرها

درصد در ارقام  80و نسبت حضور بيش از  درصدشش ، خطاي نوع اول ادرصد با نتايج الايز 71و  57توافق 

   .بودند Rz1براي شناسائي آلل مقاومت  مناسبنشانگرهاي از تجارتي مقاوم 

  

  PCRو  RAPD، چغندرقند، مقاومت، ريزومانيا، نشانگر مولكولي: ليديواژه هاي ك

  

 
  

  

  

  

  

  

  )نويسنده مسوول( ذر چغندرقندمؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه باستاديار  -1

  مؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقندمربي پژوهشي و كارشناس ارشد استاديار،  -4و  3، 2

  15/12/90: تاريخ پذيرش             18/5/90: تاريخ دريافت

 

  وم كشاورزي و منابع طبيعي ساريدانشگاه عل

  پژوهشنامه اصلاح گياهان زراعي
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ها مشخص  هايي كه الايزاي آن تودهدر      

، درصد توافق بين نتايج بدست آمده بود شده 

، محاسبه شد و در RAPDاز آزمون الايزا و 

ن تعيين ها تنها درصد حضور ژ تودهساير 

  براي تاييد نشانگرهاي منتخب در . گرديد 

توده هاي اصلاحي، درصد توافق نشانگر با 

الايزا و در ارقام تجارتي درصد حضور يا عدم 

حضور نشانگر از اهميت خاصي برخوردار است 

كه اين مسئله در كليه نتايج مندرج در جداول 

نتايج مربوط . مربوط به نشانگرها ديده مي شود

يك از نشانگرهاي بررسي شده در اين  به هر

 :تحقيق به شرح زير مي باشند

  باند مشاهده شده در  :PN1 نشانگر

ژنوتيپ هاي به كار رفته براي اين نشانگر در 

 نشانگراين . به حالت جفت بود bp 750 اندازة

نوكلوتيدي در آزمون  18از يك جفت آغازگر 

PCR اختصاصي )STS(  هاي  توده اكثر روي

، ارقام تجارتي حساس FC و S1، S2حي اصلا

 84با نسبت (و مقاوم ) درصد 17با نسبت (

درصد حضور و درصد . بدست آمد) درصد

 الگوي باندو  1جدول  توافق اين نشانگر در

درصد . آمده است 1شكل  در نشانگر مربوط به

 در ارقام فلورس و دوروتيPN1  حضور نشانگر

   .بود درصد 100

  

 .ارقام تجارتي حساس رسول، شيرين و رجينا: **         لاتيتيا ارقام تجارتي مقاوم فلورس، دوروتي، بريجيتا و: *     

 

 
  

.  

  

  

  
  

  

  

  

  

  
  

  در ژنوتيپ هاي مختلف چغندرقند PN1تكرارپذيري نشانگر جفت  نتايج - 1جدول 

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي بوته تعداد

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا

  درصد

  نشانگر حضور
  ملاحظات

 فاقد چندشكلي …  …  S1-A 124توده هاي اصلاحي  1

 …  …  S2-A 73  41توده هاي اصلاحي  2

 …  …  S1-B 157 64 توده هاي اصلاحي  3

4 FC  …  45  … 42  توده هاي اصلاحي

20322 گرده افشان 5  36 … 53 … 

 … 100 … 16 رقم فلورس 6

 … 100 … 15 رقم دوروتي 7

*ارقام تجارتي مقاوم خارجي 8  126 … 84 … 

**ارقام تجارتي حساس 9  96 … 17 … 

 :PN1 

750bp 

            1    2    3   4   5   6  SM 7   8   9   10 11 12 13  14  15 16 17 18 19 20  21 22  23 24 SM 

  S1-Bبوته هاي توده  در برخي تك PN1نشانگر جفت  مربوط به الگوي الكتروفورزي - 1شكل           

:SM                 نشانگر تعيين اندازه  DNA)Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker(. 
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  باند مشاهده شده در  :PN2 شانگرن

ژنوتيپ هاي به كار رفته براي اين نشانگر در 

اين نشانگر  .به حالت جفت بود bp 450 اندازة

نوكلوتيدي در  20و  18از يك جفت آغازگر 

  روي اكثر  )STS( اختصاصي PCRآزمون 

  ، ارقام تجارتي S1، FCهاي اصلاحي  توده

  

با (و مقاوم ) درصد 16با نسبت ( حساس

درصد حضور و . بدست آمد) درصد 83نسبت 

و الگوي  2درصد توافق اين نشانگر در جدول 

. آمده است 2شكل  در نشانگر مربوط به باند

در ارقام فلورس و PN2  درصد حضور نشانگر

  . دبودرصد  100 دوروتي

  

  در ژنوتيپ هاي مختلف چغندرقند PN2 نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت -2جدول           
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .ارقام تجارتي حساس رسول، شيرين و رجينا: **         تي، بريجيتا و لاتيتياارقام تجارتي مقاوم فلورس، دورو: *              

              

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

اين باند مشاهده شده براي   :PN11نشانگر 

 كه به ودب جفت bp1360  شاملنشانگر 

 نشانگر .نامگذاري شد PN11-1 صورت

PN11-1  و 005، 004 هيبريدهاي جديدروي 

گرديد و نتايج آن به  آزمونموسسه  006

  .بدست آمد 3 صورت جدول

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي بوته تعداد

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا

 حضور درصد

  نشانگر
  ملاحظات

 فاقد چندشكلي …  …  S1-A 18توده هاي اصلاحي  1

 …  …  S1-B 14 71 توده هاي اصلاحي  2

3 FC60  … 42  توده هاي اصلاحي  … 

 … 53 … 36   20322 گرده افشان 4

 … 100 … 15 رقم فلورس 5

 … 100 … 14 رقم دوروتي 6

*ارقام تجارتي مقاوم خارجي 7  83 … 83 … 

**ارقام تجارتي حساس 8  45 … 16 … 

     SM   1       2      3      4      5     6      7     8     9      10    11    12    13    14    15   16    17    SM 

PN2:450 bp 

  )4 تا 1شماره ( S2-Aدر برخي تك بوته هاي توده  PN2گر جفت نشان مربوط به الگوي الكتروفورزي -2شكل

  DNA نشانگر تعيين اندازه SM: ،)17 تا 5شماره ( S1-Bو برخي تك بوته هاي توده          

         )Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker.( 
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  هيبريد هاي چغندرقندبرخي در PN11-1 نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت  - 3جدول      

  .006 و 005، 004هيبريدهاي جديد       

  

  باند مشاهده شده در  :PN12نشانگر 

ژنوتيپ هاي به كار رفته براي اين نشانگر در 

  اين نشانگر . به حالت جفت بود bp 620 اندازة

  

رقم تجارتي حساس رسول  ،S1هاي  روي توده 

و مقاوم بريجيتا آزمون گرديد و نتايج آن به 

  .بدست آمد 4صورت جدول 

  

مشاهده شده براي اين  باند :PN13نشانگر 

) PN13-2به نام (جفت  bp 650نشانگر شامل 

 3شكل  در نشانگر مربوط به الگوي باندي .بود

  اين نشانگر روي هر يك از . آمده است

، FC هاي توده ،S1، S2هاي اصلاحي  توده 

. ارقام تجارتي حساس و مقاوم آزمون گرديد

درصد حضور و درصد توافق براي آن در جدول 

 .خلاصه شده است 5

  

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي تعداد بوته

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

 30  ... 33 *هيبريدهاي جديد موسسه 1

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي تعداد بوته

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

 …  S1-A 16 88توده هاي اصلاحي  1
40 

17 

 … 5  رقم مقاوم بريجيتا 2

 …  6  رقم حساس رسول  3

1    2    3  SM  4    5    6   7     8   9  10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 SM  21  22  

  .F2فرد از توده  22روي  PN13به نشانگرهاي الگوي الكتروفورزي مربوط  -3 شكل

SM    نشانگر تعيين اندازهDNA )Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker(.  

  

  

 

PN13-2:  

650bp 

 

  ژنوتيپ هاي مختلف چغندرقند در PN12نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت  - 4جدول 
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  قند نوتيپ هاي مختلف چغندردر ژ PN13-2نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت  - 5جدول               

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

باندهاي مشاهده شده براي اين  :PN14 نشانگر

) PN14-1به نام (جفت  bp  900نشانگر شامل

   دو .بود) PN14-2به نام (جفت  bp 1000و 

  

ارقام تجارتي حساس و نشانگر مذكور روي 

درصد حضور براي آنها در . آزمون گرديدمقاوم 

 . س شده استمنعك 7و  6جداول 

  
  

  

  .ارقام تجارتي حساس رسول، شيرين و رجينا: **         .تي مقاوم فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتياارقام تجار: *       

  

  

  

  

  

  

ــد : PN18 نشــانگر ــدارة بان در  ظــاهر شــدهان

. بـه صـورت جفـت بـود     bp 1250 اين نشانگر

هـاي گيـاهي حسـاس     روي نمونـه انگر اين نش

آزمـايش شـدند ولـي نتـايج      S1و مقاوم تـوده  

  .بود چند شكليآن فاقد هر گونه 

  باند مشـاهده شـده بـراي ايـن      :PN19نشانگر

بــه صــورت جفــت  bp 820نشــانگر در انــدازة 

و برخـي ارقـام    20322در والد گـرده افشـان   

ــاوم  ــارتي مق ــد تج ــده ش ــن ). 4شــكل (دي اي

ــوده چيــك از در هينشــانگر    هــاي اصــلاحي ت

  انواع ژنوتيپ  فردي
  هاي تعداد بوته

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

 23 … 30  *ارقام تجارتي مقاوم خارجي 1

 26 …  35  **ارقام تجارتي حساس 2

  انواع ژنوتيپ  فردي
  هاي تعداد بوته

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

 28 … 32  *ارقام تجارتي مقاوم خارجي 1

 29 … 14  **ارقام تجارتي حساس 2

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي  بوته تعداد

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

 …  S1-A 14 93توده هاي اصلاحي  1
  …  S2-A 30  67 توده هاي اصلاحي 2

  …  S1-B 5  0 توده هاي اصلاحي  3

4 FC   47  … 15  ده هاي اصلاحيتو

 89 … 9 20322 ازگرده افشان S1يك توده  5

*ارقام تجارتي مقاوم خارجي 6  45 … 69 

**ارقام تجارتي حساس 7  38  … 53 

 .ارقام تجارتي حساس رسول، شيرين و رجينا: **.         ارقام تجارتي مقاوم فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا: *           

 در ارقام تجارتي چغندرقندPN14-1 نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت  -6جدول 

 در ارقام تجارتي چغندرقندPN14-2 نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت  - 7جدول 

  .ارقام تجارتي حساس رسول، شيرين و رجينا: **         .ارقام تجارتي مقاوم فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا: *
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S1، S2   ــودهو ــاي تـ ــكلي  FC هـ ــد شـ   چنـ

 8نتــايج ايــن نشــانگر در جــدول    . نداشــت

ايــن نشــانگر آلــل مقاومــت را در . آمــده اســت

ــپ    ــل از ژنوتيـ ــوده حاصـ ــم 20322تـ   ، رقـ

  فلــورس و لاتيتيــا بــه خــوبي شناســايي و بــه  

ــد   ــك بان ــورت ي ــخص  ص ــح مش ــوي و واض   ق

  

ولــي ايــن نشــانگر قــادر بــه شناســائي  . نمــود

ــاوم    ــاري مقـ ــام تجـ ــت در ارقـ ــل مقاومـ آلـ

. نبــود FCبيريجيتــا و دوروتــي و تــوده هــاي 

) رجينــا و شــيرين، رســول( در ارقــام حســاس

ــه   ــانطور ك ــت هم ــانگر جف ــور نش ــد حض درص

  . انتظار مي رفت پايين بود

  در ژنوتيپ هاي مختلف چغندرقند PN19 نتايج تكرارپذيري نشانگر جفت -8جدول    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

و  RAPDبا استفاده از نشانگر ) 1(اميري      

اقدام به شناسايي نشانگرهاي  BSAتكنيك 

مقاومت به ) هاي(مولكولي پيوسته با ژن

 Hollyوي براي منبع مقاومت . ريزومانيا نمود

يك نشانگر جفت با پيوستگي كم و براي منبع 

يك نشانگر ناجفت با  WB42مقاومت 

 از آنپيوستگي شديد شناسايي كه فاصله 

 WB42 تدر منبع مقاوم Rz2مكان ژني 

  ، )فاقد باند نشانگر(رقم بيريجيتا  1-4ي ، ستون هاPN19الگوي الكتروفورزي مربوط به نشانگر جفت  -4شكل 

  ،)فاقد باند نشانگر(رقم رجينا  11-17، ستون هاي )داراي باند نشانگر(رقم لاتيتيا  5-10ستون هاي 

در  20322، الگوي الكتروفورزي اين نشانگر براي ژنوتيپ )داراي باند نشانگر( رقم فلورس 18-19ستون هاي 

  ).   DNA )Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker گر تعيين اندازهنشان SM:. اين شكل نيامده است

  

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

PN19: 820 bp 

  انواع ژنوتيپ  رديف
  هاي  بوته تعداد

  آزمون شده

  درصد توافق

  نشانگر با الايزا
  نشانگر حضور درصد

  ملاحظات

 فاقد چند شكلي … …  S1-A 13توده هاي اصلاحي  1
 فاقد چند شكلي  …  …  S2-A 20 توده هاي اصلاحي 2

 چند شكلي فاقد  …  …  S1-B 16 توده هاي اصلاحي  3

4 FC  فاقد چند شكلي  0  … 6  توده هاي اصلاحي

 … 100 … 10 20322 ازگرده افشان S1يك توده  5

*ارقام تجارتي مقاوم خارجي 6  36 … 42 … 

**ارقام تجارتي حساس 7  21  … 5 … 

 .س رسول، شيرين و رجيناارقام تجارتي حسا: **.         ارقام تجارتي مقاوم فلورس، دوروتي، بريجيتا و لاتيتيا: *    
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RAPD

OF-09

Rz1

OP-AN9

Rz1

RAPD

R1R2

Rz1

 

C4C1

Rz1

RZ1

RAPD

RAPD

RAPD

RAPD
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PN13-2PN19
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Repeatability of Some Molecular Markers Linked to Rhizomania  
Resistance Gene (Rz1) in Sugar Beet (Beta vulgaris L.) Genotypes 

 
 

P  . Norouzi1, S.B. Mahmoudi2, M. Aghaiezadeh3, M. Kakuei nezhad3, M.R. 

Orazizadeh3, S. Vahedi2 and M.R. Fathi4 
 

 
 
 
 

Abstract 
     Rhizomania disease is one of the most important diseases of sugar beet in Iran and 
many other parts of the world, and plays an essential role in decreasing sugar yield in 
fields. The best approach to control this disease is to use resistant varieties. For the 
involvement of resitance genes in breeding programs, tagging these genes by molecular 
markers is necessary. In this approach, some breeding populations and commercial 
varieties of sugar beet originated from Rz1 resistance source were used for validation 
and repeatability of some coupling molecular markers obtained from past studies. 
Accordingly, ELISA data related to greenhouse evaluation of rhizomania resistance 
were used in some breeding populations. For molecular analysis, leaf samples were 
taken from the plants and after DNA extraction, RAPD or PCR using related primers to 
markers were performed. Amplified products were separated by gel electrophoresis, 
stained with ethidium bromide, observed using gel documentation device and scored 
according to presence and absence of marker bands. Percentages of agreement between 
the markers results with ELISA data in single plants were estimated in breeding 
populations and the percent presence of the markers in commercial varieties were 
determined. Comparison between ELISA and molecular analysis results showed that 
among these markers, two coupling markers named PN1 and PN2 with ELISA 
agreement proportion of 57% and 71% respectively, an α error of 6% and presence of 
more than 80% in resistant varieties are the most suitable coupling markers to identify 
Rz1 resistance allel.  
 
Keywords: Sugar beet, Resistance, Rhizomania, Molecular marker, RAPD, PCR 
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